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INTRODUCERE

Stresul oxidativ apare atunci cand exista un dezechilibru intre productia de factori
oxidativi si capacitatea organismului de a-i neutraliza. Acest dezechilibru, exemplificat
prin excesul de radicali hidroxil si peroxinitrit, poate duce la peroxidarea lipidelor,
deteriorand astfel membranele celulare si lipoproteinele. Conceptul de echilibru
sugereazad ca organismul raspunde treptat la stresul oxidativ, cu tulburari minore fiind
compensate prin ajustari homeostatice, in timp ce tulburarile majore pot provoca leziuni
ireparabile si moarte celulara.

Glutationul este un antioxidant esential in organismul uman, protejand celulele de
stresul oxidativ. Acesta contribuie la mentinerea sanatatii sistemului imunitar si a
sanatatii placentare, protejand fatul de toxine si substante nocive. Desi legatura dintre
glutation si sarcina nu este pe deplin inteleasd, nivelurile scazute ale MTH1 (un alt factor
antioxidant) In timpul sarcinii au fost asociate cu riscuri crescute de afectiuni precum
preeclampsia si nasterea prematura. MTH1 ar putea proteja celulele fetale impotriva
stresului oxidativ cauzat de factorii de mediu si alimentari.

Studiul apoptozei, procesul de moarte celulara programata, este crucial pentru
intelegerea mecanismelor avortului spontan si pentru dezvoltarea tratamentelor si
preventiei. Proteinele p53 si Bcl-2 sunt implicate in reglarea mortii celulare: p53
promoveaza oprirea ciclului celular si apoptoza ca raspuns la deteriorarea ADN-ului, in
timp ce Bcl-2, prin inhibarea eliberarii citocromului ¢ din mitocondrii, previne moartea
celulara.

Scopul principal al studiului este de a analiza asocierea dintre factorii de protectie
antioxidanta (glutation si MTH1) si factorii apoptotici (p53 si Bcl-2) in contextul avortului
spontan. S-au emis mai multe ipoteze de cercetare pentru a evalua relevanta statistica a

acestor factori in aparitia avortului spontan.
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A. STUDIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
1. ASPECTE ANATOMO-FIZILOGICE SI HISTOLOGICE ALE
PLACENTEI

Placenta este organul sarcinii, inalt specializat, care sustine cresterea si
dezvoltarea normala a fatului. Cresterea si functionarea placentei sunt controlate si
coordonate cu precizie astfel incat schimbul, Intre sistemul circulator al mamei si cel al
fatului, al substantelor nutritive si al produsilor de metabolism care trebuie eliminate, sa

aiba eficienta maxima.

1.1 Structura vilozitatilor coriale

Sunt descrise structura vilozitatilor coriale, principalele unitati functionale ale
placentei, care sunt responsabile pentru separarea sangelui fetal de cel matern prin
membrana placentars, alcituitd din 3-4 straturi celulare . In functie de stadiul de
dezvoltare si caracteristicile histologice, vilozitatile coriale sunt clasificate in cinci tipuri:
vilozitati stem, intermediare imature, intermediare mature, terminale si mezenchimale .

Vilozitatile stem sustin structura vilozitara si au un rol redus in schimbul materno-
fetal . Vilozitatile intermediare imature, precursoare ale celor terminale, faciliteaza
schimbul materno-fetal in primele doua trimestre . Vilozitatile intermediare mature
contribuie la formarea vilozitatilor terminale, esentiale pentru schimbul de substante
intre mama si fat . Vilozitatile terminale, considerate unitatea functionala a placentei, sunt
locul principal al schimbului de nutrienti si gaze . Vilozitatile mezenchimale, prezente in
stadiile incipiente ale sarcinii, au un rol primordial in proliferarea vilozitara si activitatile

endocrine.

1.2. Devoltarea vilozitatilor coriale

Capitolul descrie dezvoltarea vilozitatilor coriale, care incepe cu vilozitatile
mezenchimale, prezente pana la aproximativ 5 saptamani dupa conceptie. Ulterior,
celulele mezenchimale invadeaza aceste vilozitati, formand vilozitatile secundare si vasele
de sange placentare . In timpul sarcinii, mugurii vilosi evolueazi in vilozititi intermediare
si apoi in vilozitati terminale, proces esential pentru angiogeneza fetala si dezvoltarea

fluxului sanguin feto-placentar, care Incepe la 6-8 saptamani dupa conceptie .
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La 10 saptamani, placenta cantareste aproximativ 20 de grame, iar la 20 de
saptamani greutatea ajunge la 150-170 de grame. O placenta la termen cantareste intre
500-600 de grame si contine 15-28 de cotiledoane, fiecare cotiledon avand o vilozitate
stem care se ramifica In vilozitati intermediare si terminale, conferind astfel stabilitate
structurala placentei .

Dupa implantare, celulele trofoblastice se diferentiaza in doua linii: viloasa si
extraviloasa. Celulele trofoblastice viloase formeaza sincitiotrofoblastul, stratul exterior al
vilozitatilor corionice, in timp ce celulele extraviloase migreaza prin decidua si

remodeleaza arterele spiralate, facilitand fluxul sanguin catre placenta .

1.3 Structura placentei

Textul descrie structura placentei, care este compusa din doua parti principale:
placa corionicd, situata pe partea fetala, si placa bazala, aflata pe partea materna. Aceste
douad parti sunt separate de spatiul intervilos . Placa corionica contine tesut conjunctiv
gros si include amniosul, vilozitatile corionice principale, precum si arterele si venele
corionice, care sunt ramificatii ale arterelor si venelor ombilicale. Aceste vase se ramifica
in arteriolele si venulele vilozitatilor stem principale, care se extind in spatiul
intervilozitar si se conecteaza la placa bazala prin vilozitatile de ancorare.

Placa bazala este alcatuita din decidua basalis si contine celule trofoblastice si
deciduale. In al treilea trimestru de sarcini, se formeazi stratul Nitabuch, care este zona
specifica de desprindere a placentei de uter la nastere . De la nivelul placii bazale pornesc
septurile placentare, care se extind in spatiul intervilos si formeaza un sistem canalicular
ce delimiteaza intre 10 si 40 de cotiledoane, unitati structurale ale placentei . Schimburile
dintre circulatia materna si cea fetala au loc la nivelul vilozitatilor stem principale si al

vaselor endometriale materne in spatiul intervilos.

1.4 Dezvoltarea placentei

Dezvoltarea placentei incepe la momentul implantarii (7-12 zile post-ovulatie),
cand blastocitul, compus din embrioblast si trofoblast, se implanteaza in endometru, un
proces esential pentru sarcinad. Trofoblastul, care va da nastere placentei, trece prin trei
etape in implantare: apozitia, adeziunea si invazia . Orice disfunctie in aceste etape poate

duce la anomalii placentare si complicatii materno-fetale . In apozitie si adeziune,
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blastocitul intra in contact cu endometrul, iar celulele stromale sufera decidualizare,
transformandu-se In celule secretoare specializate.

Invazia trofoblastica implica diferentierea celulelor trofoblastice in trofoblasti
extravilosi care invadeaza vasele de sange materne, remodelandu-le pentru a facilita
fluxul sanguin catre placenta .

Un flux sanguin optim este esential pentru dezvoltarea embrionara si placentara,
majoritatea embrionilor migrand catre fundul uterin, unde fluxul sanguin este mai ridicat.

Factorii care pot cauza tulburdri de inserare placentara includ hipertrofia
placentara, asociata cu hipoxia la gravidele fumatoare sau in sarcinile multiple, si
peristaltismul uterin anormal, frecvent in sarcinile obtinute prin reproducere asistata .
Cicatricea de cezariana poate de asemenea influenta negativ implantarea, ducand la
placenta praevia, deoarece hipoxia la nivelul cicatricii stimuleaza invazia trofoblastica .

Invazia trofoblastica controlata depinde de echilibrul intre celulele NK uterine si
trofoblastii extravilosi, care regleaza remodelarea vasculara si toleranta imuna, esentiale
pentru o placentare sanatoasa . Arterele uterine si cele ombilicale asigura circulatia Intre
mama si fat, transferand nutrientii si oxigenul catre fat prin intermediul vilozitatilor

corionice si al spatiului intervilos .

1.5. Functiile placentei

Textul detaliaza functiile placentei, incepand cu schimbul de gaze, unde placenta
este responsabild pentru transferul de oxigen si dioxid de carbon intre mama si fat prin
difuziune pasiva, proces influentat de efectul Bohr si efectul Haldane . Transferul
metabolic implica glucoza, aminoacizii, acizii grasi, electrolitii, vitaminele si apa,
transferate de la mama la fat prin diverse mecanisme, inclusiv difuziune simpla si
transport activ, esentiale pentru dezvoltarea fetala . Functia endocrina a placentei include
producerea hormonilor precum HCG, HPL, estrogen si progesteron, care joaca roluri
cruciale in mentinerea sarcinii si dezvoltarea fatului . Functia imunologica se refera la
transferul de anticorpi IgG de la mama la fat, oferind imunitate pasiva, dar si riscul
transferului de anticorpi care pot cauza boli autoimune la fat .

Transferul placentar al medicamentelor este un alt aspect crucial, majoritatea
medicamentelor traversand placenta, ceea ce poate fi benefic sau nociv, in functie de
efectele asupra fatului. Exista trei tipuri de transfer transplacentar: complet, excedentar si

incomplet, fiecare avand caracteristici specifice In ceea ce priveste concentratiile
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medicamentului in singele matern si fetal. Mecanismele de transfer includ difuziunea
simpl3, difuziunea facilitata, transportul activ si pinocitoza, toate influentate de factori

fizici si farmacologici .

2. MECANISMELE STERSULUI OXIDATIV SI IMPLICAREA
MATERNO-FETALA

2.1. Stresul oxidativ

Stresul oxidativ reprezintd un dezechilibru intre productia de radicali liberi si
capacitatea organismului de a detoxifica si elimina acesti produsi. Speciile reactive de
oxigen, care sunt produse secundare ale metabolismului oxigenului, au roluri fiziologice,
inclusiv ca molecule semnal. Totusi, In prezenta factorilor de stres din mediul
inconjurator, precum radiatiile UV, radiatiile ionizante, substantele poluante, metalele
grele si xenobioticele (de exemplu, medicamentele antiblastice), se poate intensifica
productia acestor specii reactive, ceea ce conduce la stres oxidativ si la deteriorarea
celulelor si tesuturilor. Desi este adesea considerat daunator, stresul oxidativ poate fi

utilizat terapeutic, cum ar fi in tratamentul cancerului, avand un anumit succes clinic.

2.1.1. Speciile reactive de oxigen

Radicalii liberi sunt molecule de oxigen cu un numar impar de electroni, ceea ce le
face foarte reactive. Acestia pot provoca reactii chimice in lant, cunoscute sub numele de
reactii de oxidare, care pot fi benefice sau daunatoare. Speciile reactive de oxigen (SOR),
cum ar fi radicalii superoxizi, peroxidul de hidrogen si radicalii hidroxilici, sunt produse in
mod natural prin procese metabolice, In special in mitocondrii, si joaca roluri esentiale in
diverse functii celulare, precum fosforilarea proteinelor, apoptoza si imunitatea . SOR sunt
generate prin reactii enzimatice, cum ar fi cele implicate in lantul respirator si sinteza
prostaglandinelor, dar si prin reactii neenzimatice, de exemplu, in timpul respiratiei
mitocondriale sau expunerii la radiatii ionizante .

In conditii normale, SOR sunt produse in cantititi controlate si sunt esentiale
pentru functionarea corecta a organismului, inclusiv pentru sistemul imunitar, unde
radicalii liberi sunt utilizati pentru distrugerea agentilor patogeni. Totusi, un dezechilibru

in productia de SOR poate duce la stres oxidativ, care poate deteriora proteinele, lipidele
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si acizii nucleici, contribuind la dezvoltarea unor boli precum cancerul, diabetul si bolile
cardiovasculare . SOR joaca si un rol semnificativ in semnalizarea celulara, coxidul nitric
fiind un exemplu important de radical liber implicat In modularea fluxului sanguin si In

raspunsurile mitogene.

2.1.2. Efecte patologice ale radicalilor liberi

Atunci cand speciile reactive de oxigen (SOR) sunt produse in exces, ele pot
provoca stres oxidativ, un fenomen caracterizat prin pierderea echilibrului dintre sinteza
radicalilor liberi si mecanismele protective ale organismului. Excesul de radicali hidroxil
si peroxinitrit poate duce la peroxidarea lipidelor, deteriorand membranele celulare si
lipoproteinele si generand compusi citotoxici si mutageni, precum malondialdehida
(MDA) si diena conjugata.

De asemenea, stresul oxidativ poate provoca modificari conformationale ale
proteinelor, afectdnd activitatea lor enzimaticd, si poate altera ADN-ul, ducand la
formarea de 8-oxo0-2'-deoxiguanozina (8-OHdG), un compus cu potential mutagen.
Nivelurile de 8-OHdG din tesuturi au fost propuse ca biomarkeri pentru stresul oxidativ.
Necontrolat, stresul oxidativ poate contribui la dezvoltarea afectiunilor cronice si
degenerative, poate accelera imbatranirea si poate provoca afectiuni acute, precum

accidentul vascular cerebral .

2.2. Antioxidantii si mecanismele de aparare antioxidante

Antioxidantii sunt molecule care pot stabiliza radicalii liberi prin donarea unui
electron, fara a-si pierde stabilitatea, reducand astfel reactivitatea acestora. Pentru a
proteja celulele de leziunile cauzate de speciile reactive de oxigen (SOR), organismul
dispune de un sistem defensiv antioxidant bazat pe componente enzimatice si non-
enzimatice.

Sistemele enzimatice includ superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT) si glutation
peroxidaza (GPx). SOD converteste superoxidul in peroxid de hidrogen, cu izoforme
specifice pentru mitocondrii (mangan SOD) si citosol (cupru-zinc SOD). Peroxidul de
hidrogen este apoi descompus in apa de catre catalaza sau glutation peroxidaza, aceasta
din urma necesitand prezenta glutationului redus (GSH) pentru a functiona eficient.
Glutationul este un component cheie al sistemului redox-tiol intracelular si este esential

pentru detoxifierea celulara.
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Sistemele antioxidante non-enzimatice includ acidul ascorbic (vitamina C) si a-
tocoferolul (vitamina E), care actioneaza sinergic, cu acidul ascorbic regenerand o-
tocoferolul. De asemenea, compusii tiolici, precum tioredoxina, pot reduce peroxidul de
hidrogen, dar necesita regenerare prin tioredoxin reductaza. Pentru a preveni reactia
Fenton si producerea de radicali hidroxil periculosi, ionii de fier liberi sunt sechestrati de
proteine precum ceruloplasmina si transferina.

Polimorfismele enzimelor antioxidante sau deficientele de micronutrienti, precum

seleniul, pot contribui la predispozitia la stres oxidativ si la aparitia complicatiilor sarcinii.

2.3. Conceptul de echilibru pro-oxidant-antioxidant

Oxigenul, datorita reactivitatii sale, joaca un rol crucial In generarea de energie
prin fosforilarea oxidativa, esentialda pentru producerea de ATP si, implicit, pentru
evolutia organismelor multicelulare complexe. Cu toate acestea, aceasta reactivitate face
oxigenul susceptibil sa atace molecule biologice esentiale, cum ar fi proteinele, lipidele si
ADN-ul, supunand astfel organismul unui atac oxidativ constant. Pentru a contracara
acest atac, organismul dispune de un complex sistem de apdrare antioxidantd, care, in
conditii normale, mentine un echilibru intre speciile pro-oxidante si antioxidanti.

Stresul oxidativ apare atunci cand acest echilibru este perturbat, fie printr-o
crestere anormald a productiei de SOR, fie printr-o deficienta a apararii antioxidante.
Aceasta perturbare poate duce la deteriorarea celulara si la aparitia unor afectiuni
patologice, inclusiv complicatii ale sarcinii. Conceptul de echilibru pro-oxidant-
antioxidant este esential pentru intelegerea stresului oxidativ, deoarece subliniaza faptul
ca tulburarile minore pot provoca adaptari homeostatice, in timp ce perturbarile majore
pot conduce la daune ireparabile si la moarte celulara.

Sursele de SOR sunt variate si depind de circumstantele de mediu, iar efectele
stresului oxidativ nu apar izolat, ci In interactiune cu alte forme de stres celular, precum
stresul reticulului endoplasmatic (RE). RE joacd un rol central in coordonarea
raspunsurilor celulare la stres, in special prin intermediul raspunsului proteic desfasurat
(UPR), care vizeaza restabilirea homeostaziei proteice. Daca stresul RE persista, UPR
poate activa calea apoptotica pentru a elimina celulele deteriorate. De asemenea, UPR
poate activa cdile pro-inflamatorii, cum ar fi calea NF-kB, contribuind la complexitatea

manifestarilor clinice ale stresului oxidativ .
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2.4. Rolul stresului oxidativ in relatia materno-fetala

Stresul oxidativ poate induce o varietate de raspunsuri celulare, in functie de gravitatea
leziunilor si de compartimentul in care sunt generate speciile reactive de oxigen (SOR).
Este esentiala intelegerea interactiunii dintre stresul oxidativ si stresul reticulului
endoplasmatic (RE) atunci cand se exploreaza optiunile terapeutice, deoarece abordarea
unui singur tip de stres poate fi insuficienta pentru a obtine beneficii semnificative.

La nivelul interfetei materno-fetale, stresul oxidativ se manifesta inca de la
inceputul sarcinii, avand atat roluri fiziologice in dezvoltarea placentei, cat si contributii la
fiziopatologia complicatiilor sarcinii, cum ar fi avortul spontan, preeclampsia, restrictia de

crestere intrauterinad (IUGR) si ruperea prematura a membranelor .

2.4.1. Stresul oxidativ si remodelarea placentara

Stresul oxidativ joaca un rol central in remodelarea placentara, un proces esential
in dezvoltarea placentei umane. Initial, vilozitatile corionice se formeaza pe intreaga
suprafata a sacului corionic, dar incepand cu sfarsitul primului trimestru de sarcing,
vilozitatile de pe polul superficial regreseaza, formand placenta discoida definitiva. Acest
proces de regresie este considerat fiziologic si pare a fi mediat de stresul oxidativ.

Dezvoltarea placentei are loc intr-un mediu cu concentratie relativ scazuta de
oxigen, sustinuta de secretiile glandelor endometriale, mai degraba decat de circulatia
maternd. Acest mediu cu oxigen scazut protejeaza embrionul de teratogeneza indusa de
radicalii liberi ai oxigenului. In primul trimestru, singele matern este impiedicat si
patrunda in spatiul intervilozitar al placentei prin dopuri de celule citotrofoblastice
extravilozitare care blocheaza arterele uterine spiralate.

Circulatia materna in placenta se stabilizeaza complet abia spre sfarsitul primului
trimestru, cand aceste dopuri se disloca. Acest debut al circulatiei intraplacentare este
asociat cu o crestere semnificativa a concentratiei de oxigen, care la randul sau stimuleaza
productia de specii reactive de oxigen (SOR), in special in stratul sincitiotrofoblastic, unde
concentratiile de enzime antioxidante sunt scazute. Studiile au aratat ca vilozitatile din
regiunea periferica a placentei prezinta semne de stres oxidativ crescut, cum ar fi niveluri
ridicate de HSP70 si reziduuri de nitrotirozing, indicand formarea peroxinitritului si
modificari morfologice degenerative. Aceste modificari moleculare si morfologice

activeaza cascada apoptotica in vilozitatile periferice, explicand regresia acestora..

19



B. CONTRIBUTII PERSONALE
1. SCOPUL SI OBIECTIVELE STUDIULUI

Se descrie rolul stresului oxidativ si al mecanismelor antioxidante in contextul
sarcinii si In dezvoltarea unor afectiuni precum avortul spontan. Stresul oxidativ apare
atunci cand exista un dezechilibru intre producerea de factori oxidativi si capacitatea
organismului de a-i neutraliza, ceea ce poate duce la peroxidarea lipidelor si la
deteriorarea membranelor celulare. Ajustarile homeostatice la stresul oxidativ pot
preveni daunele, dar perturbarile majore pot duce la leziuni ireparabile si moarte
celulara.

Glutationul, un antioxidant esential, joaca un rol crucial In protejarea celulelor
impotriva stresului oxidativ si poate influenta sanatatea placentei si protectia fatului
impotriva toxinelor. Nivelurile scazute de MTH1 in timpul sarcinii au fost asociate cu un
risc crescut de preeclampsie si nastere prematurd, sugerand un rol protector al acestei
proteine impotriva stresului oxidativ in celulele fetale.

Apoptoza, sau moartea celulara programatd, este un proces important in contextul
avortului spontan, iar proteinele p53 si Bcl-2 joaca roluri cheie in acest proces. p53
promoveaza apoptoza ca raspuns la deteriorarea ADN-ului, in timp ce Bcl-2 previne
moartea celulara prin inhibarea eliberarii citocromului ¢ din mitocondrii.

Pentru a intelege mai bine legatura dintre factorii de protectie antioxidanta (GLUT
si MTH1/MUTH) si factorii apoptotici (p53 si Bcl-2) in avortul spontan, cercetarea
propune urmatoarele ipoteze:

» Evaluarea asocierii dintre cresterea valorii glutationului si scaderea expresiei p53 ca
factor pro-apoptotic.

» Evaluarea asocierii dintre cresterea valorii glutationului si expresia Bcl-2 ca factor
anti-apoptotic.

» Evaluarea asocierii dintre cresterea valorii MTH1/MUTH si scaderea expresiei p53 ca
factor pro-apoptotic.

» Evaluarea implicarii mecanismelor apoptotice in avortul spontan prin cuantificarea
expresiilor p53 si Bcl-2.
Aceste ipoteze de cercetare sunt esentiale pentru a intelege mai bine mecanismele

implicate in avortul spontan si pentru a dezvolta tratamente sau strategii de preventie

eficiente.
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2. MATERIAL SI METODE

Studiul prospectiv a fost conceput pentru a analiza asocierea dintre factorii de
protectie antioxidanta si factorii apoptotici in contextul avortului spontan. Studiul a inclus
doua grupuri de femei insarcinate cu varste cuprinse intre 35 si 40 de ani, internate la
Spitalul Clinic Judetean de Urgenta Arad,sectia Obstetrica-Ginecologie in perioada 2022-
2023. Primul grup a fost format din 30 de femei care au suferit avorturi spontane fara o
cauzad medicala evidenta. Al doilea grup, grupul de control, a fost format din 20 de femei
care au optat pentru avort la cerere, fara motive medicale ale mamei sau ale fatului.

Criteriile de includere pentru ambele grupuri au fost similare, cu exceptia faptului
ca grupul de studiu a inclus femei care au suferit avort spontan, iar grupul de control a
inclus femei care au solicitat avort la cerere. Toate pacientele incluse in studiu au semnat
un formular de consimtamant informat. Piesele biologice prelevate au fost prelucrate
histologic conform procedurilor standardizate.

Acest design de studiu permite o comparatie directa intre placentele afectate de
avort spontan si cele de la avorturi elective, pentru a evalua rolul potential al factorilor

antioxidativi si apoptotici in avortul spontan.

2.1 Prelucarea histologica a biopsiilor

Tehnica de prelucrare a probelor biologice presupune urmatoarele etape:
Recoltarea
Fixarea
Includerea in parafina
Sectionarea
Deparafinarea

Colorarea

N o ok W oe

Montarea

Dupa prelevarea materialului biologic, acesta a fost orientat folosind o sita
metalicd cu ochiuri mici si un sistem de video-macroscopie pentru identificarea
vilozitatilor coriale. Fragmentele tisulare au fost masurate cumulativ si descrise in functie
de culoare, consistenta, prezenta cheagurilor, a fragmentelor tisulare, a vilozitatilor

coriale si/sau a produsului de conceptie. In cazul chiuretajului endometrial pentru avort
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incomplet, tesutul suspectat de a fi placentar sau continand parti fetale si decidua a fost
pastrat in trei fragmente pentru analize suplimentare.

Fixarea materialului biologic s-a
realizat in formol histologic 10%,
tamponat, pentru o perioada de 6 pana la
72 de ore, pentru a preveni autoliza si a
mentine specimenele intr-o stare optima
pentru analize histopatologice si de
patologie moleculara. Dupa fixare,

specimenele au fost spalate cu apa

curenta pentru a indeparta formolul.
Fig.1 Procesator tesuturi Excelsior

Deoarece parafina necesara pentru infiltrarea tisulara nu este miscibila cu apa din
tesuturi sau mediul de fixare, piesele au fost supuse unor etape intermediare de
deshidratare si clarificare. In acest studiu, s-a folosit procesarea automati a fragmentelor
biologice cu ajutorul procesatorului Excelsior Epredia. Sistemul automat a respectat
protocoalele validate de firma Epredia, utilizand un program de lunga durata (12 ore) din
cauza cantitatii mari de material biologic si a sdngelui asociat cu fragmentele.

Excelsior este un sistem Inchis care monitorizeaza automat calitatea bailor de
alcool si xilen, eliminand solventii degradati. Procesarea in vid asigura un microclimat
standardizat si o calitate optima a reactivilor, garantand astfel rezultate consistente si

precise In prelucrarea materialului biologic.

Cel mai frecvent mediu utilizat B
pentru includerea tesuturilor este
parafina histologica, cu un punct de
topire de 56°C. Includerea tisulara intr-
un bloc de parafina se realizeaza folosind
matrite de metal si casete de plastic, in
cadrul unei statii de includere la parafina.

Modulul de incalzire al statiei mentine o

temperatura constantd, apropiata de cea

Fig.2 Statie de includere la parafind

a pieselor procesate, facilitand astfel
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manipularea tesuturilor.

Etapa de sectionare a tesuturilor

include trei pasi principali:

1.Pregatirea  blocurilor pentru

sectionare:

Blocul de parafina este racit pe placa
de racire a statiei de includere la
parafina.

Excesul de parafind este Indepartat,
daca este necesar, prin fasonare cu

lama unui bisturiu.

Soica

A\ -

el G521 5]

“‘

Fig.4 Baie de flotatie Leica

2. Sectionarea propriu-zisa:
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e Sectionarea se realizeaza pentru obtinerea sectiunilor histologice de diferite grosimi,
care sunt apoi atasate pe lame histologice pentru colorare.

e Sectionarea se face cu lame de unica folosinta, iar unghiul optim de Inclinatie a port-
lamei microtomului este de 5-10°.

e Sectiunile au fost realizate cu o grosime de 4 pm, utilizand Microtomul Leica RM2125,
care dispune de un mecanism de verificare a calibrarii independente, asigurand astfel

standardizarea dimensiunilor sectiunilor.

3. Flotatia:

e Sectiunile histologice sunt plasate in baia de flotare Leica, incalzita sub
punctul de topire al parafinei, pentru a le indrepta pe lame.

e Dupa flotare, uscarea sectiunilor s-a realizat la termostat timp de 10
minute, la o temperatura de 56°C.

Flotatia a fost realizat cu ajutorul Baii de flotatie Leica. (Fig.5)

e serealizeaza In baia de apa Incalzita sub punctul de topire al parafinei.
e sectiunile histologice vor ramane in baia de apa pana la intinderea pe lame.
e uscarea s-arealizat la termostat pentru 10 minute la o temaperatura de 56°C.

Dupa ce sectiunile histologice au fost etalate pe lamele de sticld, acestea au fost
uscate timp de 10 minute la 56°C. Procesul de deparafinare, care este inversul includerii
in parafina, a fost realizat pentru a indeparta parafina din tesuturi si a rehidrata sectiunile
in vederea colorarii.

Colorarea sectiunilor a fost efectuata folosind platforma automata Gemeni Epredia,
conform unui protocol standardizat de producator. Pentru a permite colorarea,
preparatele au trebuit mai intai si fie deparafinate. In mod obisnuit, sectiunile sunt
colorate cu hematoxilina-eozing, care evidentiaza toate structurile celulare de baza.

In anumite cazuri, sunt necesare coloratii speciale pentru a evidentia anumite
structuri celulare specifice, cum ar fi cromatina din nucleu, fibrele elastice, fibrele
conjunctive, amiloidul sau grasimile. Aceste tehnici permit o analiza detaliata a
structurilor celulare si sunt esentiale pentru diagnosticarea corecta in patologia

histologica.
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Fig.5 Aparat automat de colorat Gemeni Epredia

2.2. Tehnica Imunohistochimica

Imunohistochimia (IHC) este o tehnica avansata de diagnostic utilizata pe scara
larga pentru identificarea si clasificarea bolilor, bazata pe vizualizarea proteinelor in
tesuturi. Aceastd metoda se bazeaza pe reactia antigen-anticorp, In care un anticorp
primar se leaga de un epitop proteic specific. Epitopii pot reflecta structuri proteice
secundare si tertiare, iar anticorpii monoclonali sunt frecvent dezvoltati pentru a
recunoaste secvente peptidice de 4-25 de aminoacizi, facilitand detectarea in tesuturile
fixate cu formol.

Fixarea tesuturilor este esentiala pentru mentinerea structurii proteice si pentru
evitarea inactivarii epitopilor, proces care poate avea loc daca fixarea depaseste 72 de
ore. Tehnica IHC implica utilizarea anticorpilor primari care se leaga de antigeni specifici,
iar anticorpii secundari, legati de o enzima, sunt utilizati pentru vizualizare.
Imunohistochimia directa presupune legarea unui sistem de vizualizare, cum ar fi un
fluorocrom, direct de anticorpul primar, in timp ce imunohistochimia indirecta implica
utilizarea unui anticorp secundar pentru a amplifica semnalul, facand proteinele cu
concentratii scazute mai usor de detectat.

in studiul descris, a fost utilizati o tehnici noui de augmentare a semnalului, care
implica un polimer ce contine anticorpi secundari si enzime pentru vizualizare,
optimizand detectarea epitopilor cu concentratii tisulare scazute. Aceasta tehnica poate

amplifica semnalul de 10-20 de ori comparativ cu metodele clasice de IHC directa.
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Problemele legate de fixarea tesuturilor, cum ar fi deshidratarea inadecvata sau
artefactele cauzate de sectionare incorectd, pot afecta rezultatele. Controlul negativ, care
consta in omiterea anticorpului primar, este utilizat pentru a preveni reactiile fals
pozitive. In acest studiu, au fost utilizate atat controale interne, cat si externe, pentru a
asigura acuratetea rezultatelor.

Pentru detectarea stresului oxidativ, analiza imunohistochimica a fost efectuata pe
sectiuni de 4 um preparate din tesut incorporat in parafina si fixat in formol, utilizand un
imunocolorator automat Ventana Benchmark GX. Sectiunile au fost incubate cu anticorpi
policlonali primari specifici pentru glutation (Abcam) si MTH1 (Abmart), iar controlul
negativ a fost realizat prin omiterea anticorpului primar pe sectiuni similare.

Cromogenul preferat pentru detectarea reactiilor imunohistochimice a fost 3,3'-
diaminobenzidina (DAB), care produce o coloratie maro, permitand vizualizarea
intensitatii reactiei cromogenice si a localizarii acesteia la nivel membranar, citoplasmatic
sau nuclear.

Specimenele au fost analizate de doi patologi
calificati, folosind scorul H pentru evaluarea intensitatii
imunohistochimice. Scorul H este calculat prin

inmultirea procentului de celule care prezinta fiecare

intensitate (notata de la 0 la 3) si adaugarea rezultatelor,
scorul maxim fiind 300. In acest sistem, un procent de
<1% de celule pozitive este considerat un rezultat

negativ.

In cazul apoptozei, analiza imunohistochimici a
fost efectuata pe sectiuni de 4 um, preparate din tesuturi
fixate In formol si incorporate in parafina, folosind
platforma Autostainer Link 48 (Agilent Technologies).

Testele au fost realizate pe lamele deparafinate pentru

expunerea epitopilor, utilizand un kit de detectare DAB

(3,3'-diaminobenzidina) si contracolorare U Fig.6 Platforma automata
hematoxilind. Sectiunile au fost incubate cu anticorp imunohistochimie-
monoclonal anti-BCL2 (clona 124) si anticorp Banchmark GX

monoclonal anti-p53 (clona DO-70), ambii de la Agilent

Technologies.
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Pentru fiecare caz, au fost utilizate lame de control pozitiv, preparate din
placentd, iar controlul negativ a fost realizat prin omiterea anticorpului primar pe
sectiuni similare.

Evaluarea lamelor s-a realizat utilizand un microscop cu LED Leica DM3000,
dotat cu automatizare inteligenta si software LAS EZ (furnizat de Leica Biosystem)
pentru captarea imaginilor si efectuarea masuratorilor. Acest echipament a asigurat

precizia si consistenta evaluarilor imunohistochimice in cadrul studiului.

2.3. Analiza statistica

In acest studiu, valorile obtinute au fost reprezentate grafic ca medii + abatere
standard, utilizand software-ul GraphPad Prism 8.0. Datele au fost prezentate ca medie *
abatere standard (SD), iar variabilele continue au fost comparate folosind testele t
student pentru esantioane pereche si independente. Valorile p < 0,05 au fost considerate
semnificative din punct de vedere statistic.

Testul t este utilizat pentru a determina daca exista o diferenta semnificativa intre
mediile a doua grupuri. Calculul valorii t implica impartirea diferentei dintre mediile
grupurilor la eroarea standard a diferentei, care masoara variabilitatea mediilor in functie
de marimea esantionului si variabilitatea in cadrul fiecarui grup. Daca valoarea t calculata
depaseste valoarea t critica, ipoteza nula este respinsa, sugerand existenta unei diferente
semnificative intre medii.

Testul de normalitate este utilizat pentru a evalua compatibilitatea datelor cu o
distributie Gaussiana. Daca valoarea p este suficient de mica, se poate concluziona ca
datele nu urmeaza o distributie Gaussiana, ceea ce poate necesita transformarea datelor,
excluderea valorilor aberante sau utilizarea testelor neparametrice.

Testul ANOVA (analiza variantei) este utilizat pentru a compara mediile intre trei
sau mai multe grupuri independente. ANOVA imparte variabilitatea totala a datelor in
componente care pot fi atribuite diferitelor surse, permitand astfel cercetatorilor sa
determine daca exista diferente semnificative intre grupuri. Ipoteza nula in ANOVA afirma
ca nu exista diferente semnificative intre mediile grupurilor, iar ipoteza alternativa afirma
ca cel putin un grup are o medie semnificativ diferita de celelalte.

Aceste analize statistice au fost esentiale pentru a evalua semnificatia rezultatelor

obtinute in cadrul studiului si pentru a determina relevanta lor in contextul cercetarii.
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3. REZULTATE

3.1 Implicarea mecanismelor apoptotice in avortul

spontan

In acest studiu au fost inrolate 50 de femei in perioada 2022-2023, dintre care 30
au suferit avorturi spontane sporadice (grupul de studiu), iar 20 au recurs la avort la
cerere (grupul de control). Ambele grupuri nu au prezentat diferente semnificative in
ceea ce priveste varsta materna, indicele de masa corporala (IMC) si varsta gestationala la
momentul avortului.

Varsta materna a aratat un usor trend ascendent in grupul de control comparativ
cu grupul de studiu (37,5 ani vs 38,7 ani). Varsta gestationala la momentul avortului a fost
usor mai mare in grupul de studiu comparativ cu grupul de control (10,6 saptamani vs
10,3 saptamani). Mediul de provenienta al pacientelor nu a diferit semnificativ Intre cele
doua grupuri, desi s-a observat o usoara preponderenta a pacientelor din mediul rural in
grupul de studiu, In timp ce majoritatea pacientelor din grupul de control proveneau din
mediul urban.

Desi nu au fost gasite diferente semnificative statistic in analiza IMC, pacientele din
grupul de studiu au avut un IMC mai ridicat, apropiindu-se de limita superioara a
normalului. Aceste date sunt detaliate in Tabelul 1 si reprezentate grafic in figurile
alaturate (Fig. 10, Fig. 11, Fig. 12), evidentiind caracteristicile demografice si clinice ale

cohortelor studiate.

Date demografice maternale

STUDIU MARTOR p
(n=30) (n=20)
Virsta materna (ani +SD) 37.5+3.1 38.7+2.4 0.7
Varsta gestationala la avort 10.6 £2.0 10.3 £2.9 0.4
IMC (kg/m2) 24123 225+1.6 0.4
Provenienta 13/17 11/9 0.5
urban/rural

Tabelul 1. Date demografice materne
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Fig. 9 Valorile varstei materne in grupele Fig. 10 Valorile varstei gestationale in

de studiu momentul avortului

Fig. 11 Valorile IMC materne in grupele  Fig. 12 Provenienta maternd in grupele de

de studiu studiu

In studiul nostru, modificirile apoptotice placentare au fost evaluate din punctul
de vedere al echilibrului dintre expresia p53 si expresia BCL2. Analiza factorilor pro-
apoptotici vs anti-apoptotici la pacientele incluse in studiu arata o expresie mult crescuta
a p53 la pacientii din lotul de studiu (Fig.13)( 265,44 +63,80) comparativ cu valoarea in
lotul martor (Fig. 6)(171,22 + 36,04) (Tabelul 2). p<0,005 releva importanta statistica a

rezultatelor obtinute.

‘ Analiza statistica a expresiei p53 si BCL2

STUDIU MARTOR p
(n=30) (n=20)
p53- H score = SD 230,33 £ 63,80 171,22 + 36,04 0,003
BCL2- H score +SD 120,2 +100 167 + 92,73 0,023

Tabelul 2.Analiza scorului H al expresiei p53 si BCL2
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Analiza expresiei scorului H in cazul BCL2 releva o valoare crescutda in cazul
pacientelor din lotul de control (167 +92,73)(Fig.14), comparativ cu valoarea obtinuta in

cazul pacientelor cu avort spontan (120,2 £+100)(Fig.15).

Fig. 13 Valorile scorului H al expresiei p53 Fig. 14 Valorile scorului H al expresiei

BCL2

Fig. 15 Valorile comparative ale scorului H al expresiei p53

Analiza histologica si imunohistochimica este esentiala pentru identificarea si
localizarea mecanismelor de apoptoza, contribuind la un diagnostic precis al avorturilor
spontane. In multe cazuri, etiopatogenia avorturilor spontane rimane neclarid sau
multifactoriald, dar mecanismele implicate pot fi documentate in anumite situatii.
Imunomarcajul pentru p53, evidentiat cromogenic prin culoarea maro si localizat la
nivelul nucleului celulei, arata o expresie scazuta la pacientele care au optat pentru avort
la cerere, sugerand o corelatie intre nivelul scazut al factorilor pro-apoptotici si
supravietuirea produsului de conceptie, parte a mecanismelor de toleranta imunogenica
materni. In contrast, expresia p53 a fost foarte ridicatd la pacientele care au suferit

avorturi spontane .
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Fig. 16 Paciente cu avort la cerere care Fig. 17 Paciente cu avort la cerere care

prezintd expresie izolatd a p53 la nivelul prezintd expresie izolatd a p53 la nivelul

placentei placentei (detaliu)
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Fig.18 Paciente cu avort spontan care Fig. 19 Expresia scdzuta a Bcl-2 in cazul
prezintd expresie ridicatd a p53 la nivelul pacintelor cu avort spontan
placentei

Familia de gene Bcl/Bax joaca un rol crucial in evadarea celulara din calea
apoptozei, cu expresia Bcl-2 corelandu-se cu scaderea mecanismelor pro-apoptotice si
cresterea proliferarii celulare, esentiale In perioada de organogeneza a dezvoltarii fetale.

O scadere a expresiei Bcl-2 (Fig.19) poate afecta procesele de diferentiere si
proliferare necesare evolutiei embrio-fetale, conduciand 1la avort spontan.
Imunohistochimia permite evidentierea relatiei inverse intre factorii pro-apoptotici si
anti-apoptotici (p53 vs Bcl-2). Studiul nostru subliniaza importanta identificarii acestor
mecanisme in etiologia avortului spontan. In cazurile de dezvoltare normali a produsului
de conceptie, expresia genei Bcl-2 este difuza si generalizata in citoplasma, evidentiata
printr-o reactie bruna datorata cromogenului DAB care se leaga de complexul antigen-

anticorp (Fig.20, Fig.21).
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Fig. 20 Expresia crescutd a Bcl-2 in cazul Fig.21 Expresia absentd a Bcl-2 in
pacintelor cu avort la cerere. cazul pacientelor cu avort spontan.

3.2. Implicarea stresului oxidativ in avortul spontan

Pentru pacientele incluse in studiul nostru care au prezentat avorturi spontane,
rezultatele au indicat valori semnificativ mai scazute ale glutationului (GLUT) in
comparatie cu grupul de control. Trei cazuri din grupul de studiu au fost excluse din
analiza din cauza reducerii sub 50% a materialului biologic disponibil, iar pentru a
mentine designul studiului si proportia pacientilor in cele doua grupuri, doua cazuri au
fost excluse aleatoriu din grupul de control.

Analiza scorurilor H medii pentru GLUT a relevat o scadere cu 41% a valorilor in
cazul avorturilor spontane comparativ cu grupul de control. Valoarea medie a GLUT in
grupul de control a fost de 288,88, in timp ce in grupul cu avort spontan a fost de doar
61,11. Comparand distributia curbelor pentru GLUT si MUTH/MTH1, s-a observat o
paraleld intre mecanismele de protectie antioxidanta. Nivelurile scazute de glutation au
fost asociate cu un nivel scazut de metioning, iar rezultatele au fost validate prin analiza
sintetazei reductazei.

Evaluarea comparativa a valorilor medii ale scorului H intre cele doua loturi arata
ca valoarea medie a glutationului (GLUT) in grupul de studiu este de aproape cinci ori mai
mica decat In grupul de control. Aceasta scadere semnificativa este asociata cu o crestere
a nivelului stresului oxidativ. Valorile foarte ridicate ale glutationului in grupul martor,
care include avorturile la cerere, confirma necesitatea proceselor oxidative protective

pentru supravietuirea produsului de conceptie. In toate cazurile din grupul de control,
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valorile scorului H au fost aproape de valoarea maxima posibila de 300, in timp ce in
grupul de studiu, majoritatea cazurilor au avut valori sub o treime din aceasts valoare. In

multe cazuri din grupul de studiu, expresia GLUT nu a fost detectata deloc (Fig.22).

Fig. 22 Valorile medii ale scorului

288.88

H(GLUT) in grupurile incluse in studiu.

61.11

Analiza valorilor medii pentru MUTH/MTH1 a indicat o diferenta mai mica intre
grupul de paciente cu avort spontan si grupul de control. Dispersia valorilor absolute ale
scorului H in lotul studiat a fost semnificativ mai mica comparativ cu dispersia valorilor
pentru GLUT.

Valoarea minimi observati a fost de 10, iar cea maximi a fost de 280. In mod
notabil, Intr-un caz de avort spontan, valoarea scorului H a fost mai mare decat valoarea
medie a scorului H obtinuta in grupul de control. Aceste observatii sunt prezentate in Fig.

23 si Fig. 24.

270
159.44
Fig. 23 Valorile medii ale scorului H Fig. 24 Dispersia valorilor scorului H
(MUTH/MTH1) in grupurile incluse in (MUTH/GLUTH) in cele doud loturi
studiu. studiate

33



3.3. Corelatii intre stresul oxidativ si apoptoza in avortul

spontan

Modificarea echilibrului dintre factorii oxidanti si antioxidanti, Impreuna cu
asocierea acestui dezechilibru cu alterarea proceselor pro- si antiapoptotice, joaca un rol
crucial in etiologia avortului spontan. Autorii au investigat activitatea enzimelor
antioxidante In placenta si au demonstrat o corelatie puternica intre activitatea
antioxidanta si evolutia sarcinii. O concentratie crescutd de oxigen, combinata cu o
capacitate antioxidanti redusa, poate duce la esecul timpuriu al sarcinii. In studiul de fat,
evaluarea comparativa a evolutiei factorilor care induc avortul a relevat un paralelism
aproape perfect intre scorul H obtinut in analiza expresiei tisulare a GLUT si Bcl2.

In lotul de studiu, valoarea medie a expresiei GLUT a fost de 61,11, cu o valoare
minima de 0 si o valoare maxima de 205 pe scala scorului H. Pentru expresia Bcl-2,
valoarea medie a scorului H a fost de 133,53, cu un minim de 33 si un maxim de 389. in
graficul prezentat, se observa distributia individuala a factorilor care favorizeaza sarcina
prin intermediul celor doua mecanisme studiate: mecanismul apoptozei si mecanismul
oxidativ. Analiza liniilor din grafic indica tendintele de variatie in functie de caz,
evidentiind paralelismul dintre modificarile factorilor antioxidanti si antiapoptotici.

(Fig.25, Fig.26)
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Fig.25 Evaluarea comparativd a Scorului- Fig.26 Evaluarea tendintei variatilor pe

H (GLUT vs Bcl-2) fiecare caz a Scorului-H (GLUT vs Bcl-2)
Mecanismele de reglare a apoptozei sunt esentiale pentru dezvoltarea sarcinii in
faza de organogeneza. Studiile au aratat ca o scadere a apoptozei este necesara pentru
evolutia normald a placentei, in timp ce avortul spontan este asociat cu o crestere a
acestor mecanisme. Proteina p53 joaca un rol crucial in acest proces, actionand ca un

factor de inducere a mortii celulare.
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In cadrul studiului nostru, am obtinut o valoare medie a expresiei p53 de 230,33,
cu o valoare minima a scorului H de 80 si o valoare maxima de 300. Stresul oxidativ, care
reduce mecanismele antioxidante, este asociat cu un risc crescut de avort spontan. Unul
dintre efectele stresului oxidativ este pierderea homeostaziei reticulului endoplasmic,
care afecteaza plierea proteinelor si activeaza apoptoza.

In ceea ce priveste MUTH/MTH1, studiul nostru a relevat o valoare medie de
159,44, cu valori ale scorului H variind intre 10 si 285. Analiza distributiei acestor doi
parametri, care favorizeaza avortul spontan, a aratat un paralelism cu variatii mult mai
mici decat in cazul parametrilor care favorizeaza evolutia normala a sarcinii. Evaluarea
tendintei valorilor obtinute in cele 30 de cazuri din lotul de studiu a indicat diferente
minime Intre rezultate, subliniind consistenta acestora. (Fig.27, Fig.28)
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Fig.27 Evaluarea comparativd a Scorului- Fig.28 Evaluarea tendintei variatilor pe
H (MUTH vs p53) fiecare caz a Scorului-H (MUTH vs p53)

In cadrul studiului nostru, am evaluat ipoteza privind diferentele statistice intre
doi parametri, comparand aceasta diferenta cu cea datorata hazardului, utilizand un test t
pentru esantioane independente. Am calculat valoarea t pentru fiecare pereche de
parametri analizati (GLUT, MTH1, p53 si Bcl2), comparand mediile celor doua grupe si
raportand rezultatele la deviatia standard.

Eroarea standard a diferentei a fost utilizata pentru a masura variabilitatea
mediilor, aceasta depinzdnd de marimea esantionului si de variabilitatea interna a
fiecarui grup. Valoarea t calculata a fost comparata cu valoarea t critica de 0,05. Daca
valoarea t calculata a fost mai mare de 0,05, ipoteza asocierii aleatorii a rezultatelor a fost
respinsd, indicand semnificatia statistica a diferentelor observate. Puterea semnificatiei

statistice a fost marcata pe grafice cu simboluri * numarul de * indicand puterea

statistica.
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In prima analizs, am comparat valorile p53 si GLUT obtinute pentru pacientele cu
avort spontan. Valorile medii au fost de 230,3 pentru p53 si de 61,11 pentru GLUT,
rezultand o diferentda a mediilor de 176,5 + 16,0. La un indice de confidenta de 95%, s-a
observat un p < 0,0001, indicand o semnificatie statisticad puternica in comparatie cu
valoarea de referinta p < 0,05 (****). Aceasta sugereaza ca diferentele observate intre
medii sunt semnificative din punct de vedere statistic si nu sunt rezultatul unei

variabilitati aleatorii. (Fig.29, Fig.30).
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Fig.30 Reprezentarea colorimetricd a

valorilor p53 vs GLUT

Fig.29 Compararea valorilor medii ale p53
vs GLUT

A doua pereche de valori analizate prin testul t a fost formata din valorile Bcl-2 si
MUTH/MTH], referitoare strict la pacientele cu avort spontan. Valorile medii obtinute au
fost de 120,2 pentru Bcl-2 si 159,4 pentru MUTH/MTH1, rezultand o diferenta a mediilor
de -39,24 + 22,58.La un indice de confidenta de 95%, s-a obtinut un p = 0,00878, indicand
o asociere Intre cei doi parametri. Cu toate acestea, desi p < 0,05 sugereaza semnificatie
statistica, puterea acestei asocieri nu este la fel de robusta comparativ cu alte analize.
Aceasta indica faptul c3, desi exista o legatura intre valorile Bcl-2 si MUTH/MTH]1, ea nu

are o putere statistica la fel de puternica in raport cu alte comparatii (Fig. 31, Fig. 32).
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Fig.32 Reprezentarea colorimetricd a

valorilor Bcl-2 vs MUTH

Fig.31 Compararea valorilor medii ale Bcl-

2vs MUTH

36



A doua pereche de valori analizate prin testul t a inclus valorile Bcl-2 si GLUT,
referitoare strict la pacientele cu avort spontan. Valorile medii obtinute au fost de 120,2
pentru Bcl-2 si 61,11 pentru GLUT, rezultand o diferenta a mediilor de 59,09 + 22,76. La
un indice de incredere de 95%, s-a obtinut un p < 0,0021, indicind o semnificatie
statistica puternica In comparatie cu valoarea de referinta p < 0,05 (**), evidentiind astfel

o diferentd semnificativa intre aceste doua seturi de valori (Fig. 33, Fig. 34).
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Fig.33 Compararea valorilor medii ale Bcl- Fig.34 Reprezentarea colorimetricd a
2vs GLUT valorilor Bcl-2 vs GLUT

A treia pereche de valori analizate prin testul t a inclus valorile p53 si MUTH,
referitoare strict la pacientele cu avort spontan. Valorile medii obtinute au fost de 230,3
pentru p53 si 159,4 pentru MUTH, cu o deviatie standard de 64,90 * 16,34. La un indice
de incredere de 95%, s-a obtinut un p < 0,0003, indicand o semnificatie statistica
puternica in comparatie cu valoarea de referinta p < 0,05 (***), ceea ce sugereaza o

diferenta semnificativa intre aceste doua seturi de valori (Fig. 35, Fig. 36).
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Fig.35 Compararea valorilor medii ale p53 Fig.36 Reprezentarea colorimetricd a
vs MUTH/MTH1 valorilor p53 vs MUTH/MTH1

Pentru a realiza o analiza ANOVA, este esential sa formulam o ipoteza nula. In acest
caz, ipoteza nula presupune ca toate valorile obtinute se vor distribui conform unei

distributii normale, cunoscuta si sub numele de distributia lui Gauss.
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Analiza ANOVA evalueaza probabilitatea ca o valoare aleatorie sa fie distribuita in
mod similar distributiei Gaussiene.

Puterea statisticd a testului de normalitate este influentata de dimensiunea
esantionului inclus In studiu. Programul de statistica folosit a fost setat la o limita de 0,05
pentru a determina daca valorile obtinute in evaluarea pacientelor cu avort spontan au
trecut testul normalitatii. Interpretarea rezultatelor este directa: daca valoarea p este mai
mare decat limita de 0,05, atunci parametrii au trecut testul de normalitate. In caz
contrar, acestia nu au trecut testul.

Astfel, valorile p mai mari de 0,05 indica o conformitate cu distributia normal3,
validand ipoteza nuld, in timp ce valori p mai mici sugereaza abateri semnificative de la
normalitate.

Rezultatele obtinute din testul de normalitate D'Agostino & Pearson indica faptul
ca parametrii p53 (p = 0,1529), Bcl-2 (p = 0,0708) si MUTH (p = 0,4344) au trecut testul
de normalitate, sugerand ca distributiile lor sunt compatibile cu o distributie Gaussiana.

(Fig. 37, Fig. 38).
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Fig. 37 Testul de normalitate al valorilor Fig. 38 Testul de normalitate al valorilor
comparate - reprezentare predictivd comparate - dispersie gaussiand (exceptie
GLUT)

In acest studiu s-a folosit testul ANOVA pentru a compara variabilele si a identifica
diferente semnificative din punct de vedere statistic intre mediile grupurilor. S-a aplicat
testul ANOVA cu madsuratori repetate, care permite examinarea efectelor mai multor
factori asupra unei variabile dependente, tindnd cont de diferentele individuale dintre
subiecti. Avantajul acestui test consta In cresterea puterii statistice prin reducerea

variatiei erorilor. Rezultatele au aratat o valoare F ridicata, ceea ce a dus la respingerea
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ipotezei nule si la concluzia existentei unor diferente semnificative, confirmate de o
valoare p < 0,0001.

Testul de comparatie multipla al lui Tukey (HSD) a fost utilizat pentru a efectua
comparatii pe perechi intre mediile de grup dupa o analiza ANOVA care a indicat diferente
semnificative intre grupuri.

Pentru variabilele GLUT si MUTH/MTH1, rezultatele au avut o semnificatie
statistica ridicatd (p<0,0001), cu o diferentd medie de 98,33 intre cele doud evaludri. In
plus, asocierea dintre GLUT si p53 a aratat o corelatie puternica statistic (p<0,0001),
indicand o legatura intre stresul oxidativ si factorii pro-apoptotici, contribuind la aparitia
avortului spontan.

De asemenea, relatia dintre stresul oxidativ (GLUT) si factorii anti-apoptotici (Bcl-
2) a fost confirmata (p<0,0264), cu o diferentd medie mica de 59,09 intre cei doi
parametri, sustindnd ipoteza unei conexiuni intre acesti factori In aparitia avortului
Spontan.

Analiza statistica a perechilor de parametri folosind testul Tukey a evidentiat un
mecanism de protectie oxidativa implicat in avortul spontan si legatura acestuia cu
apoptoza. Asocierile intre MUTH/MTH1 si p53 au aratat o semnificatie statistica
(p<0,0048), in timp ce asocierea dintre MUTH/MTH1 si Bcl-2 nu a fost semnificativa.
Totusi, obtinerea unui p >0,005 nu implica automat lipsa de relevanta a rezultatelor, ci
doar o semnificatie redusa in evaluarea parametrica lineara.

Ultima asociere, intre p53 si Bcl-2, a aratat o valoare ridicata (p<0,0001),
confirmand implicarea mecanismelor apoptotice in avortul spontan, cu o diferenta medie
de 110,1 in favoarea p53, aratind ca o crestere a acestuia este asociata cu avortul
spontan, iar Bcl-2 actioneaza ca factor protector al sarcinii.

Pentru a valida datele, s-a realizat un al doilea test Tukey, confirmand distributia
aleatorie si relevanta statistica a rezultatelor. Toate cele patru perechi de parametri
analizati au trecut proba statistica, confirmand ipotezele studiului.

Valorile mai scazute ale GLUT si MUTH in lotul de studiu, comparativ cu lotul
martor, sugereaza o reducere a protectiei antioxidante in avortul spontan. Valorile p53
mai mari si Bcl-2 mai mici in lotul de studiu indica o legatura intre apoptoza si avortul

spontan, avand o semnificatie statistica importanta.
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4. DISCUTII

Avortul include pierderile de sarcina pana la 24 de sdptamani, iar pierderea
recurentd a sarcinii (RPL) este definitd ca trei sau mai multe pierderi consecutive.
Societatea Europeana de Reproducere Umana si Embriologie (ESHRE) defineste RPL ca
douad sau mai multe pierderi, incluzand sarcinile obtinute atat prin conceptie spontana cat
si prin tehnologia de reproducere asistata. Studiul prospectiv analizat a inclus 30 de
fragmente placentare de la femei cu varste intre 35 si 40 de ani, care au suferit avorturi
spontane fara o cauza medicala evidenta.

Studiul comparda doua grupuri de femei, unul cu avorturi spontane si altul de
control, reprezentat de femei care au optat pentru avort la cerere. Ambele grupuri au
varste similare si nu au prezentat diferente semnificative in ceea ce priveste varsta
gestationald, mediul de provenienta sau indicele de masa corporala.

Studiul se concentreaza pe stresul oxidativ, un dezechilibru intre productia si
eliminarea speciilor reactive de oxigen (SOR), care joaca un rol atat In afectiuni patologice,
cat si In tratamente terapeutice. Radicalii liberi, produsi in principal in mitocondrii, pot
provoca reactii oxidative, iar celulele folosesc antioxidanti enzimatici, cum ar fi superoxid
dismutaza (SOD), catalaza si glutation peroxidaza, pentru a proteja impotriva daunelor
cauzate de SOR.Catalaza si glutation peroxidaza joaca un rol esential in descompunerea
peroxidului de hidrogen, protejand celulele de stresul oxidativ. Glutationul redus (GSH)
este necesar pentru activitatea glutation peroxidazei, transferand electroni pentru
neutralizarea peroxizilor.

Stresul oxidativ, prezent inca de la Inceputul sarcinii la interfata materno-fetala,
influenteaza dezvoltarea normala a placentei, dar este implicat si in complicatii precum
avortul spontan si preeclampsia. Placenta se dezvolta initial intr-un mediu cu oxigen
redus, protejand embrionul de radicalii liberi. Stresul oxidativ excesiv poate deteriora
proteinele si accelera imbatranirea celulara, contribuind la diverse afectiuni.

Studiul analizeaza legatura dintre stresul oxidativ, factorii apoptotici si avortul
spontan. S-a constatat ca nivelurile crescute de p53, un factor pro-apoptotic, sunt asociate
cu avortul spontan, in timp ce nivelurile scazute de Bcl-2, un factor anti-apoptotic,
confirma aceasta asociere. Echilibrul dintre acesti factori este crucial pentru evolutia
sarcinii.Glutationul, un antioxidant esential, joaca un rol important in protejarea celulelor

impotriva stresului oxidativ. Nivelurile scazute de glutation au fost asociate cu un risc
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crescut de avort spontan. Studiul evidentiaza diferenta semnificativa intre valorile
glutationului in sarcinile normale si cele cu avort spontan, sugerand ca suplimentarea cu
glutation ar putea fi benefica pentru reducerea riscului de complicatii.

Rezultatele indica o asociere intre nivelurile ridicate ale proteinei pro-apoptotice
p53 si avortul spontan, in timp ce nivelurile scazute de Bcl-2, o proteina anti-apoptotica,
confirma aceasta relatie. Dezechilibrul dintre acesti factori poate contribui la pierderea
sarcinii.

De asemenea, glutationul, un antioxidant important, a fost identificat ca avand un
rol protector Impotriva stresului oxidativ, cu niveluri scazute fiind asociate cu riscul de
avort spontan.

Proteina MUTH, implicata in repararea ADN-ului oxidat, a fost asociata cu
reducerea riscului de avort spontan. Studiul subliniaza importanta mecanismelor de
protectie antioxidanta si apoptoza in mentinerea unei sarcini normale, confirmand
legatura dintre dezechilibrul acestor mecanisme si pierderea sarcinii.

Acest studiu exploreaza asocierea dintre stresul oxidativ, apoptoza si riscul de
avort spontan, concentrandu-se pe rolul glutationului, proteinei MUTH (MutT Homolog
1), p53 si Bcl-2. Glutationul, un antioxidant crucial, protejeaza celulele impotriva stresului
oxidativ, iar scaderea nivelului sau poate declansa apoptoza si creste riscul de avort
spontan. MUTH joaca un rol esential in repararea ADN-ului oxidat, iar nivelurile scazute
ale acestei proteine sunt asociate cu riscul crescut de avort spontan.

Proteinele p53 si Bcl-2 sunt implicate In mecanismele apoptotice, cu p53 actionand
ca un factor pro-apoptotic si Bcl-2 ca un inhibitor al apoptozei. Studiul sugereaza ca
nivelurile ridicate de p53 si scazute de Bcl-2 sunt asociate cu avortul spontan, indicind un
dezechilibru intre apoptoza si mecanismele de protectie celulara.

Prin teste statistice precum testul Tukey si testul de regresie-t, rezultatele obtinute
evidentiaza o corelatie invers proportionala intre valorile MUTH si p53, sugerand ca

stresul oxidativ si apoptoza joaca un rol important in avortul spontan.
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5. LIMITARILE STUDIULUI

Studiul prezinta cateva limitari care ar putea afecta interpretarea rezultatelor.
Prima limitare este reprezentata de numarul mic de cazuri analizate, ceea ce poate genera
erori de interpretare. Cu toate acestea, utilizarea unor teste statistice precum regresia-t,
ANOVA si testul Tukey confera validitate concluziilor. O a doua limitare este legata de
evaluarea semicantitativa a factorilor pro- si anti-oxidanti si apoptotici, Insa pentru a
minimiza erorile, a fost folosit un sistem de evaluare complex, Scorul H. A treia limitare
constd in determinarea indirecta a statusului oxidativ celular, bazata pe factorii
antioxidanti GLUT si MUTH. Cu toate acestea, aceste limitdri nu au influentat semnificativ

rezultatele finale ale studiului.

6. CONCLUZII

1. In acest studiu au fost inrolate 50 de paciente: 30 de femei au prezentat avorturi
spontane sporadice (grupul de studiu) si 20 de femei au prezentat avort la cerere (grupul
de control).

2. Ambele grupuri nu au prezentat diferente semnificative in ceea ce priveste varsta,
indicele de masa corporal (IMC) si varsta gestationala la momentul avortului.

3. Se remarca o usoara preponderenta In mediul rural pentru pacientele din grupul
de studiu, comparativ cu cele din grupul de control, unde majoritatea cazurilor au fost din
mediul urban. Din punct de vedere statistic nu se obtine un p semnificativ in acest sens.

4. Supraexprimarea factorilor pro-apoptotici in asociere cu scaderea nivelului
factorilor anti-apoptotici este asociata cu involutia sarcinii si aparitia avortului spontan.
Relatia dintre p53 si Bcl-2 in avortul spontan implica un echilibru delicat intre moartea
celulelor si supravietuirea acestora. Perturbarea acestui echilibru poate duce la pierderea
celulelor trofoblastice si in cele din urma duce la pierderea sarcinii.

5. Analiza factorilor pro-apoptotici (p53) vs anti-apoptotici (Bcl-2) la pacientele
incluse 1n studiu arata o expresie mult crescuta a p53 la pacientele din lotul de studiu (
265,44 +63,80) comparativ cu valoarea in lotul martor (171,22 * 36,04) (p<0,005).

6. In cadrul evaludrii parametrilor implicati in procesele apoptotice (p53 si Bcl-2)

observam o progresie invers proportionald. Daca in cazul lotului de studiu valoarea p53
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este mai crescuta comparativ cu lotul martor, in cazul Bcl-2 se poate observa o valoare
mai micd in cazul avortului spontan comparativ cu avortul la cerere. Toate aceste
rezultate ne confirma ipotezele studiate, aviand o valoare statistica semnificativa.
Rezultatele obtinute de noi sunt comparabile cu cele obtinute in alte studii.

7. Analiza expresiei scorului H in cazul Bcl-2 releva o valoare crescuta in cazul
pacientelor din lotul de control (167 +92,73), comparativ cu valoarea obtinuta in cazul
pacientelor care au suferit un avort spontan (120,2 +100).

8. Raportul dintre scorul H al expresiei p53 in lotul de studiu comparativ cu lotul
martor relevd o crestere de peste 50%. In cazul exprimirii Bcl-2, se remarci doar
diferenta de aproximativ 30% in favoarea grupului de control.

9. Analiza diferentei valorilor medii ale p53 vs Bcl-2 ne indica o valoare mare de
110,1 in favoarea factorilor proapoptotici. Cresterea valorii p53 este asociata cu aparitia
avortului spontan. O valoare crescuta a Bcl-2 se constituie Intr-un mecanism protectiv al
sarcinii fiziologice. Studiul asocierii de parametrii In analiza de fata a relevat o valoare
statistica ridicata (p<0,0001), ceea ce confirma asocierea mecanismelor apoptotice in
inducerea avortului spontan.

10. Rezultatele noastre sunt similare cu cele ale altor studii care demonstreaza
corelatia dintre nivelul semnificativ crescut al genei pro-apoptotice Bax in avortul
spontan precoce, comparativ cu sarcina intrerupta voluntar. Bax activeaza expresia p53 si
inducerea apoptozei prin calea mitocondriala.

11. Analiza valorilor medii ale scorului H in cazul MTH1/MUTH in loturile incluse in
studiul nostru releva o scadere cu 41% a valorilor in cazul avorturilor spontane
comparativ cu lotul martor. Valoarea medie MTH1/MUTH in grupul martor este de 270
comparativ cu valoarea medie MTH1/MUTH 1in cazul pacientelor cu avort spontan,
valoare care este de 159,44.

12. Valoarea medie a MUTH in lotul studiat este mai mica comparativ cu aceeasi
valoare obtinuta in lotul martor (p<0,0001). Aceste valori ne arata ca valoarea protectiva
oxidanta a glutationului in cazul avortului spontan este mai redusa. Aceeasi evolutie a
valorilor poate sa fie remarcata si in cazul altui parametru antioxidant. Scaderea valorilor
MUTH se asociaza cu probabilitatea aparitiei avortului spontan.

13. Nivelurile scazute de MTH1 in timpul sarcinii ar putea fi asociate cu un risc crescut
de aparitie a unor afectiuni precum preeclampsia si nasterea prematura.

14. In cazul lotului de studiu majoritatea cazurilor au avut valori sub 1/3 din valoarea

maxim posibili a scorului-H. In multe cazuri nu a fost detectati expresia GLUT.
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15. Prin reducerea stresului oxidativ celular, glutationul (GLUT) protejeaza ADN-ul
celular, iar mentinerea homeostaziei celulare se asociaza cu sanatatea gravidei si a
produsului de conceptie.

16. Analiza valorilor medii ale scorului H in cazul GLUT in loturile incluse in studiul
nostru releva o scadere cu 41% a valorilor in cazul avorturilor spontane comparativ cu
lotul martor. Valoarea medie GLUT in grupul martor este de 288,88 comparativ cu
valoarea medie GLUT in cazul pacientelor cu avort spontan care este de 61,11.

17. Distributia comparativa a curbelor pentru GLUT si MUTH releva o paralela intre
mecanismele de protectie antioxidanta. Nivelurile scazute de glutation au fost asociate cu
niveluri scazute de MUTH, ceea ce valideaza rezultatele noastre.

18. Rezultatul cercetdrilor sugereaza ca nivelurile scazute de glutation la femeile
gravide pot duce la stres oxidativ In celulele fetale, ceea ce poate creste riscul de avort
Spontan.

19. Evaluarea comparativa a evolutiei factorilor care induc avortul releva, in studiul
nostru, un paralelism aproape perfect intre scorul H obtinut In analiza expresiei tisulare
atat a GLUT cat si a Bcl2. Valoarea medie a expresiei GLUT este de 61,11 in lotul de studiu
cu valoarea minimi de 0 si valoarea maximi a scorului H de 205. In cazul scorului-H al
expresiei BCL2 s-a obtinut o valoare medie de 133,53, cu variatii Intre valoarea minima de
33 si valoarea maxima de 389.

20. Evaluarea comparativa a valorilor p53 si MUTH/MTH1 releva in cadrul studiului
nostru o valoare medie a p53 de 230,33 (cu valoare minima a scorului-H de 80 si cu
valoare maxima de 300) comparativ cu valoarea medie a MTH1 de 159,44 ( valoarea
minima a scorului-H de 10 si valoarea maxima de 285).

21. 1In cazul testului de regresie-t am emis ipoteza ci distributia dintre valorile p53 si
GLUT nu sunt aleatorii. Rezultatul statistic ne confirma aceasta ipoteza cu o valoare foarte
ridicata a p: p<0,0001 (p<0,005). Valoarea medie a valorilor GLUT obtinute in lotul de
studiu este de doar 61,11 comparativ cu o valoare medie ridicata de 230,3 in cazul
factorului pro-apoptotic p53. Valoarea R? ne arata faptul ca acest model de regresie
explica aproximativ 60% din variabilele analizate (scorul H).

22. A doua ipoteza emisd, cea a medianei GLUT si a medianei Bcl-2 legate de ipoteza
nula - adica distributia nu este aleatorie - a fost confirmata de valoarea statistica obtinuta
(p 0,0121). Valoarea medie a valorilor GLUT obtinuta in lotul de studiu este de doar 61,11
comparativ cu o valoare medie ridicata de 120,2 in cazul factorului anti-apoptotic Bcl-2.

Valoarea R? ne arata faptul ca acest model de regresie explica aproximativ 10% din
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variabilele analizate (scorul H).

23. Valorile analizate prin testul de regresie-t ale Bcl-2 si GLUT ne releva valorile medii
obtinute, care au fost pentru Bcl-2 de 120,2 si de 61,11 pentru GLUT, avand o diferenta a
mediilor analizate de 59,09 + 22,76. La un indice de confidenta de 95% se poate observa
existenta unui p<0,0021, cu valoare statistica fata de valoarea de referinta p<0,05.

24. Rezultatele obtinute in testul de normalitate de tip D'Agostino & Pearson ne arata
ca testul a fost trecut de parametrii p53 (p 0,1529), Bcl-2(0,0708) si MUTH (0,4344).

25. Ipotezele de studiu au evaluat existenta unei posibile corelatii statistice intre
parametrii stresului oxidativ (GLUT si MTH1) si factorii implicati in apoptoza (p53 si Bcl-
2). Fiecare factor al stresului oxidativ studiat a fost comparat prin testul t si prin testul
ANOVA, precum si cu ajutorul testului de comparatie multipla al lui Tukey (p53 vs MTH1,
Bcl-2 vsMTH1, GLUT vs p53 si GLUT vs Bcl-2).

26. Analiza celor sase grupe de parametrii analizati prin testul comparatie multipla
Tukey ne arata ca doar asocierea dintre MUTH si Bcl-2 nu a trecut testul valorii statistice
(p 0,2369). Rezultatul ne evidentiaza faptul ca in cazul avortului spontan nu putem afirma
ca exista un paralelism strict Intre valoarea factorului anti-oxidant (MUTH) si expresia
crescutd a factorului anti-apoptotic Bcl-2.

27. In cazul evaludrii variabilititii parametrilor GLUT si MUTH se poate remarca faptul
ca rezultatele au o valoare statistica foarte ridicata (p<0,0001). Diferenta valorilor medii
intre cele doud evaludri este de 98,33.

28. Valoarea medie a MUTH este mai mare comparativ cu valoarea medie a GLUT. Desi
imunomarkerii sunt implicati In mecanismul stresului oxidativ ca elemente protective,
acestia nu variaza linear.

29. In cazul perechii de markeri GLUT si p53 observiam ci existd o asociere statistica
importanta (p<0,0001). Testul compararii multiple ne confirma faptul ca exista o asociere
intre valoarea crescuta a stresului oxidativ si valoarea ridicata a factorilor proapototici.

30. Evaluarea relatiei dintre stresul oxidativ (GLUT) si factorii anti-apoptotici (Bcl-2)
ne confirma ipoteza elaborata de noi in scopul lucrarii, adica existenta unei relatii intre
GLUT si Bcl-2 (p<0,0264). Diferenta dintre valoarea medie a celor doi parametrii este
mica, de 59,009.

31. Testul Tukey al comparatiilor multiple ne aratd, in studiul nostru, ca in cazul
sarcinii normale valoarea glutationului este mai mare comparativ cu valoarea acestuia in
avortul spontan. Diferenta valorilor medii este de 129,4, avand o valoare statistica

ridicata (p< 0,0001).
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32. Asocierea dintre MUTH, p53 si Bcl2 poate fi explicata prin faptul ca aceste proteine
sunt implicate In mecanisme diferite, dar interconectate, care pot influenta dezvoltarea
avortului spontan. Intelegerea acestei asocieri poate ajuta la dezvoltarea de terapii
personalizate in vederea mentinerii sarcinii, terapii care sa ia in considerare specificitatea
moleculara a fiecarui pacient.

33. Asocierea dintre glutation, p53 si bcl2 este un subiect de interes in cercetarea
medicald, deoarece aceste trei elemente sunt implicate in procesele de apoptoza si de
reglare a stresului oxidativ in celulele umane.

34. Astfel, echilibrul intre nivelurile de glutation, p53 si bcl2 poate juca un rol
important in evolutia celulei de a supravietui sau de a muri prin apoptoza.

35. Valoarea glutationului in sarcina normala este ridicat pentru a asigura protectia
atat a celulelor materne cat si a celor fetale. Mentinerea unui nivel crescut de glutation
contrabalanseazi nivelul ridicat al stresului oxidativ in sarcini. in conditii normale, asa
cum am aratat in rezultatele prezentate, valoarea p53 trebuie sa fie mai redusag, iar nivelul
Bcl-2 mai ridicat.

36. In cazul evolutiei normale a sarcinii se pot observa valori protective crescute ale
MUTH, care va tine sub control stresul oxidativ indus de calea NADPH. in mod normal
aceste valori trebuie sa se asocieze cu valori scazute ale p53 si cu valori crescute ale Bcl-2.
Aplicand testul Tukey al analizelor multiple, compararea valorilor medii ale MUTH si p53
ne indica relatia invers proportionala dintre acesti doi biomarkeri. Rezultatele obtinute au
valoare statistica ridicatd, avand un p = 0,0048 (p<0,005).

37. Compararea valorilor medii obtinute intre lotul de studiu (avort spontan) si lotul
martor (avort la cerere) confirma asocierea valorilor crescute ale apoptozei cu riscul de
pierdere al sarcinii. Testul Tukey a comparatiilor multiple ne confirma relatia invers
proportionala dintre valorile medii ale p53 si Bcl-2 in cazul femeilor care au suferit un
avort spontan (p<0,0001).

38. Nivelurile anormale de apoptoza in celulele fetale sau in tesuturile placentei pot fi
asociate cu riscul crescut de avort spontan. Prin urmare, studierea apoptozei poate fi
importanta pentru a Intelege mecanismele care stau la baza avortului spontan si pentru a
dezvolta tratamente sau metode de preventie adecvate. Proliferarea celulara,
diferentierea si conservarea functiilor celulare interfereaza cu apoptoza.

39. In timpul sarcinii, nivelul de stres oxidativ poate creste, ceea ce poate duce la
complicatii precum preeclampsia si nastere prematura.

40. Analiza comparativa a variatiei semnificatiei statistice a celor doua grupe analizate
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prin testul de regresie-t ne arata ca, desi amandoua analizele trec testul si au valoare
statisticd, diferenta dintre p este mare (p<0,001 vs p 0,0121). Putem sa tragem o
concluzie legata de relatia dintre riscul de avort spontan si coroborarea mecanismelor
oxidative si a mecanismelor apoptotice. Evaluarea valorii p si a valorii R? confirma faptul
ca scaderea protectiei oxidative si cresterea apoptozei sunt factori asociati avortului
spontan, intr-o masura mult mai ridicatd comparativ cu asocierea scaderii protectiei
oxidative si cresterea factorilor anti-apoptotici.

41. Noutatea studiului nostru rezida din faptul ca este primul studiu de acest tip in
care se evalueaza coroborarea fenomenelor apoptotice cu stresul celular placentar.
Rezultatele obtinute ne arata ca dezechilibrul dintre factorii pro-apototici (p53), anti-
apoptotici (Bcl-2) si factorii antioxidanti (GLUT si MUTH/MTH1) au ca rezultat final
inducerea avortului spontan. Odata stabilite aceste interconditionari se pot dezvolta
terapii personalizate pentru modularea acestei balante si pentru mentinerea dezvoltarii

normale a sarcinii.
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