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RESUMO

A gestacdo € caracterizada como um periodo fisiol6gico em que ocorre uma maior sensibilidade
a resisténcia a insulina e alteracdes no estresse oxidativo. A sinalizacdo purinérgica se relaciona
diretamente com a diabetes, pois tal condi¢cdo modifica a concentracdo de ATP extracelular e o
nivel de degradacdo do ATP a adenosina. Desse modo, o objetivo deste estudo foi analisar o
estresse oxidativo e sistema purinérgico em gestante com Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)
e compard-las com gestantes de Baixo Risco (BR). A pesquisa foi de abordagem quantitativa,
de carater experimental. O estudo foi realizado em dois momentos, primeiramente em uma cli-
nica no Oeste de Santa Catarina, a qual atende gestantes com Diabetes Mellitus Gestacional
(DMGQG). E em um segundo momento foi nos Centros de Saide da Familia de Chapecd. Resul-
tados: O estresse oxidativo encontrou-se maior em gestantes de baixo risco quando comparado
a DMG. Este fato ocorreu devido as defesas antioxidantes estarem aumentadas nas gestantes
com DMG. No sistema purinérgico, houve diferenca significativa nas gestantes com DMG
quando comparada com gestantes de BR, observando-se uma alteracao na hidrélise dos nucle-
otideos pelas enzimas que estao nas plaquetas.

PALAVRAS-CHAVES: Complica¢gdes na gravidez. Diabetes gestacional. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Pregnancy is characterized as a physiological period in which there is a greater sensitivity to
insulin resistance and changes in oxidative stress. Purinergic signaling is directly related to
diabetes, as this condition modifies the concentration of extracellular ATP and the level of deg-
radation of ATP to adenosine. Thus, the objective of this study was to analyze the oxidative
stress and purinergic system in pregnant women with gestational diabetes mellitus (GDM) and
compare them with low risk pregnant women (BR). The research was of quantitative approach,
of experimental character. The study was conducted in two moments, first in a clinic in the west
of Santa Catarina, which serves pregnant women with gestational diabetes mellitus (GDM).
And in a second moment it was in the Chapecé Family Health Centers. Results: Oxidative stress
was higher in low risk pregnant women when compared to GDM. This fact occurred because
antioxidant defenses were increased in pregnant women with GDM. In the purinergic system,
there was a significant difference in pregnant women with GDM when compared to pregnant
women in BR, with a change in nucleotide hydrolysis by enzymes in platelets.

KEYWORDS: Pregnancy Complications. Gestational diabetes. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

A gestacdo € um periodo caracterizado como um dos mais importantes na vida de muitas
mulheres e corresponde a complexas transformacdes tanto fisioldgicas, como emocionais, in-
terpessoais e sociais, sendo uma fase adaptativa no organismo, o qual se espera que nesse peri-
odo ndo ocorram intercorréncias, mas algumas mulheres podem apresentar algumas complica-
coes durante a gestacdo. Entre as complicacdes mais graves, destaca-se a Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG) como sendo uma das causas mais comuns, o que impede uma evolucao
adequada da gestac@o e exacerba os indices de morbidade e mortalidade materna e perinatal
(LUZ et al., 2015).

A DMG é caracterizada pelo nivel de intolerdncia 4 carboidratos, tendo como resultado
uma hiperglicemia variante, com diagndstico durante a gestacdo. Pois, o surgimento dessa pa-
tologia € conseguinte pela elevagdao de hormonios contrarreguladores de insulina, fatores pre-
determinantes (genético ou ambiental), e estresse fisiologico na gravidez (NETA et al., 2014).

A predominancia da hiperglicemia na gestacao varia em conformidade dos critérios de
diagnésticos aplicados e da populacdo avaliada. Estudos realizados nos ultimos anos mostram
uma predominancia que varia de 1 a 37,7% e uma média mundial de 16,2%. Atualmente, cal-
cula-se que um em cada seis nascimentos ocorra em mulheres com alguma condi¢@o de hiper-
glicemia na gestacao, visto que 84% dos casos sdo consequentes da DMG (BRASIL, 2017).

Quando ocorre alteragdes nos mecanismos da fisiologia celular tanto na producdo
quanto na metaboliza¢do, o qual leva um aumento de concentragdo, pode se dizer que o sistema
biolégico esta diante de uma situacdo de estresse oxidativo, tal fator tem sido associado as al-
teragoes fisiologicas analisadas na sindrome metabdlica, como a resisténcia a insulina na Dia-
betes (TELES et al., 2015).

Em relagdo ao sistema purinérgico hd evidéncias crescentes de que ele esteja envolvido
no mal funcionamento das células e das reacdes inflamatorias envolvidas na diabetes. (FON-
TINO; DAL BEN; ADINOLFI, 2018).

Diante do exposto, com a finalidade de contribuir no ambito da pesquisa e futuramente
a assisténcia prestada a gestante com DMG, prop0s-se desenvolver o presente estudo, cujo ob-

jetivo foi analisar o estresse oxidativo e sistema purinérgico em gestantes com DMG e compara-
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las com gestantes de Baixo Risco, entretanto a literatura disponibiliza nimero escasso de tra-

balhos relacionados a esses temas.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil epidemiol6gico de gestantes com diagndstico de Diabetes mellitus Ges-

tacional e os niveis bioquimicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os parametros bioquimicos do estresse oxidativo e do sistema purinérgico

em gestantes com Diabetes Mellitus Gestacional;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

A DMG ¢ determinada pela intolerancia aos carboidratos, que resulta em hiperglicemia
de magnitude varidvel, seu inicio ou diagndstico ocorre na gestacdo. A fisiopatologia da DMG
sucede de uma elevacdo dos hormdnios os quais sdo contra-reguladores da insulina, pelas con-
dicdes que predispde (genética e ambientais) e o estresse gerado na gravidez. O hormonio lac-
togénico placentdrio é o principal hormonio que estd relacionado a resisténcia a insulina na
gravidez, entretanto, outros hormdnios também estdo envolvidos como estrégeno, prolactina,
cortisol e progesterona (MIRANDA; REIS, 2008).

E recomendado o rastreamento da DMG por conta de a doenca ser assintomatica e vérias
gestantes ndo apresentarem nenhum fator de risco relacionado a diabetes. Dessa forma, o ras-
treamento € efetuado no terceiro trimestre de gravidez, por volta da 24* e 28 * semana de gesta-
cdo. Existem controvérsias na literatura sobre a indicagdo do rastreamento universal (todas as
gestantes) ou seletivo (gestantes de risco). Mas a organizacdo Mundial da Saide (OMS) reco-

menda que o rastreamento seja realizado por todas as gestantes (RENZ, 2013).

3.2. ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é gerado a partir do desequilibrio entre antioxidante e pro-oxidan-
tes, onde as espécies antioxidantes estdo em desvantagem (FERNANDES, 2012). Na vida ae-
robica a oxidacdo € de suma importancia pois produz radicais livres de forma natural, mas tam-
bém pode ocorrer por alguma disfuncdo biologica. Desse modo, estes radicais livres sdo classi-
ficados de ERO (espécie reativas de oxigénio) e ERN (espécie reativas de nitrogénio). Atuam
na producdo de energia, regulacao de crescimento celular, na imunidade e na defesa, sinalizagdo
intercelular, sintese nas substincias bioldgicas, mas quando em excesso sao nocivos (SANTOS,
2013).

Os danos deste excesso de ERO, alteram as biomoléculas e resultam em danos a lipidios
e proteinas entre outras. E estdo associados a vdrias patologias, como problemas pulmonares e
diabetes melittus tipo II (FERNANDES, 2012). Um dos marcadores mais utilizados para se
analisar o dano lipidico € através do teste MDA (metabdlico da quebra de peroxilipideo), de-

tectado através das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Ele analisa os
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produtos da oxidagdo lipidica, aminodcidos e agicares, como também os pigmentos da produ-
¢do da bile (LEAL, 2010).

Este excesso de radicais livres pode ser combatido pelos antioxidantes, os quais sao
produzidos pelo corpo ou na absor¢do de dieta. Os antioxidantes sdo caracterizados por rege-
nerar ou evitar a oxidagc@o de outras moléculas, porém necessitam de energia. Alguns sistemas
enzimaticos sdo utilizados para a avaliacido da presenca de antioxidantes como por exemplo, a
SOD (superéxido dismutase), catalase, glutationa (GSH) e a vitamina C entre outros (HALLI-

WELL et al., 2000).

3.3. SISTEMA PURINERGICO

O sistema purinérgico € amplamente expresso em mamiferos e controla uma grande
quantidade de processos bioldgicos, regulando a diferenciacdo celular, a quimiotaxia, cresci-
mento tumoral, ativando ou inibindo o sistema imune entre muitas outras atuagdes. Ele consiste
em um conjunto de receptores, moléculas sinalizadoras (purinas) e enzimas associadas a mem-
brana, os quais interagem em conjunto para manter a homeostase das células (BURNSTOCK;
DI VIRGILIO, 2013).

As Purinas sdo moléculas fundamentais ndo apenas para a regulagao energética ou como
precursoras de dcidos nucleicos, mas também como sinalizadoras extracelulares funcionais em
todas as células de um organismo humano (DI VIRGILIO, 2012). As células em homeostase
ndo apresentam quantidades significativas de purinas extracelulares, mas em tecidos com lesao
ou outros disturbios, ATP € langado ao meio extracelular por meio de danos na membrana ines-
pecificos ou proteinas transmembranas, como conexinas, panexinas, transportadores abc e por
granulos secretores. Se esse actimulo de ATP serd benéfico ou prejudicial ao individuo, isso
depende da sua concentracdo, da taxa de degradacao para adenosina e da expressao de recepto-
res P2 pelas células (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014).

Uma vez no espago extracelular, o ATP disponivel € rapidamente hidrolisado a ADP e
AMP, pela enzima Ectonucleosideo Trifosfato Difosfohidrolase (NTPDase/CD39) ou pela en-
zima Ectonucleotideo Pirofosfatase (E-NPP) e em seguida transformado em adenosina, pela
enzima 5’-Ectonucleotidase (CD73). Se o ATP nao for degradado, ele se ligard aos receptores
P2, que sdo subdivididos em P2X (P2X1-7), composto por canais i0nicos (promovem influxo
de Na+, K+, Ca2+, e Mg2+), e P2Y, acoplado a proteina G. Oito subtipos P2Y foram identifi-
cados em humanos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, e P2Y14, os quais
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apresentam grande heterogeneidade quanto ao agonista, tipo de proteina G associada e via de
sinalizacdo intracelular desencadeada. Por exemplo, os subtipos P2Y1, P2Y12, e P2Y13 séo
ativados principalmente pelo ADP, enquanto a pirimidina UDP € o agonista de P2Y6 e o ATP
ativa P2Y11. Os receptores P2X apenas apresentam alta afinidade pelo ATP. As acdes biologi-
cas da adenosina, por sua vez, sdo mediadas por quatro receptores metabotrépicos classificados
como P1, sendo eles: Al, A2a, A2b e A3 (FERRARI; MALAVASI; ANTONIOLI, 2017).

A diabetes afeta 1 em cada 3 adultos no mundo (WHO, 2016) e esta classificada em dois
grupos: diabetes tipo 1 (T1D) e diabetes tipo 2 (T2D). T1D € o produto do ataque imunolégico
as células beta (B) produtoras de insulina, localizadas no pancreas. Ja T2D ¢ caracterizada pela
resisténcia a insulina e a disfungao das células 3, derivada de um processo inflamatério cronico.
Em ambos os tipos, a hiperglicemia € responsavel por complicagdes micro e macrovasculares
a longo prazo, responséveis pela alta morbidade e mortalidade associada a essa doenga (FON-
TINO; DAL BEN; ADINOLFI, 2018).

Durante a gravidez, as mulheres podem desenvolver a chamada diabetes gestacional,
que ocorre em cerca de 7% das gestacoes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004).
A diabetes gestacional é caracterizada pelo metabolismo anormal de D-glicose e alteracdo na
sinalizacdo da insulina na circulagdo fetoplacental. Também inclui aumento da captacdo do
aminodcido catidnico L-arginina, substrato para a sintese de 6xido nitrico nas veias umbilicais
humanas (GUZMAN-GUTIERREZ, E.; ARMELLA, A.; TOLEDO, F. et al.; 2016). Suas cau-
sas ndo estdo completamente elucidadas, mas hé evidéncias de que a obesidade favorece o de-
senvolvimento de diabetes gestacional (SUSAN, Y. et al.; 2007).

O ATP interfere na secrecao de insulina ativando receptores P2 na membrana das células
B pancreaticas, e esse efeito depende da glicemia do individuo. Em linhagens de insulinoma
(INS-1) de ratos, a ativacdo de receptores P2X3 causou redu¢do na secre¢do de insulina inde-
pendentemente da concentragdo de glicose. A ativacdo de receptores P2Y4 demonstrou estimu-
lar a secrecdo de insulina independentemente da concentracdo de glicose sanguinea. J4 o esti-
mulo dos receptores P2Y1 e P2Y6 demonstrou inibi¢do da liberac@o de insulina na presenca de
altas concentracdes de glicose, enquanto outros estudos evidenciaram que a ativacao de P2Y1
e P2Y6 estimula a secre¢@o de insulina quando em baixas concentragdes de glicose (FONTINO;
DAL BEN; ADINOLFI, 2018).

A atividade do receptor P2X7 estd envolvida em reagdes imune e na secrecio de IL-1,
cuja expressao e liberacdo estd aumentada em ilhotas pancredticas afetadas por T2D, contribu-
indo com a doenga. O bloqueio de IL-1f por antagonistas (IL-1Ra) mostrou melhora nos niveis

de glicose e no funcionamento das células B, principalmente por reduzir a inflamacdo nas
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ilhotas. No entanto, a literatura atual esta distante de ser conclusiva sobre a via P2X7 na etio-
patologia da T2D. A expressdo de das enzimas CD39, ADA2 e CD73 demonstrou estar aumen-
tada nas células de pacientes com T2D. Estudos também demonstraram que esses pacientes
apresentam maior porcentagem de A2a nas células TCD8 (FONTINO; DAL BEN; ADINOLFI,
2018).

Em geral, hé evidéncias crescentes de que o sistema purinérgico estd envolvido na etio-
logia do mal funcionamento das células e das reagdes inflamatorias envolvidas na diabetes.
Até o momento, CD39, CD73, P2X7, P2X3 e ADA sio os principais candidatos terapéuticos
para o tratamento de T1D, enquanto P2X7, A2B e Al sdo melhores para T2D (FONTINO;
DAL BEN; ADINOLFI, 2018).

4. METODOLOGIA

A pesquisa foi de abordagem quantitativa, de carater experimental. O estudo foi reali-
zado em dois momentos, primeiramente em uma clinica no Oeste de Santa Catarina, a qual
atende gestantes com Diabetes Mellitus Gestacional (DMG). Sendo que, ela € uma clinica de
referéncia em gestacao de alto risco, um servico com convénio com o sistema unico de saude
(SUS). E em um segundo momento foi nos Centros de Saide da Familia de Chapec6. Os crité-
rios de inclusdo para a pesquisa foram as gestantes com DMG que realizaram o acompanha-
mento na clinica do municipio de Chapecé/SC, com idade superior a 18 anos. Gestantes de
Baixo Risco (BR) que realizaram o acompanhamento nos Centros de Saidde da Familia em
Chapecé. J4 como critérios de exclusdo foram as gestantes com Diabetes Mellitus Cronica,

sindrome hipertensiva cronica e outras comorbidades e que tenham idade inferior a 18 anos.

4.1. PROCEDIMENTO DE COLETA DE DADOS

A coleta de dados foi realizada no periodo de junho a dezembro de 2018. Participaram
da pesquisa 26 gestantes, pois foil 0 nimero maximo que aceitaram participar, sendo 13 gestan-
tes com DMG e as outras 13 gestantes de BR. Primeiramente foi analisado a lista de gestantes
que estavam realizando o acompanhamento do pré-natal, na clinica e nos Centro de saude da
Familia, abordamos cada gestante individualmente para conversar, fazendo um convite € em
seguida explicando o propdsito da pesquisa € a importancia da sua participacdo. Somente foi

realizada a coleta de dados apds as participantes assinarem o Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (TCLE) (APENDICE I). Posteriormente foi coletados alguns dados (APENDICE
IT) e em seguida uma coleta de sangue para andlise bioquimica do estresse oxidativo e sistema

purinérgico.

4.2. DIMENSAO ETICA

O presente estudo estava vinculado ao Macroprojeto “Sindromes hipertensivas gestaci-
onais (SHR): Andlise da correlac@o clinica com as repercussdes do leito vascular placentario
de gestantes de alto risco”, o qual possui aprovagdo pelo comité de ética em pesquisa (CEP)da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFES), e foi registrado mediante a Plataforma Brasil.
CAAE: 67328417.3.0000.5564 (ANEXO I). Respeitando a resolucdo n° 466 de 12 de dezem-
bro de 2012 do Conselho Nacional de Satide, que considera o respeito pela dignidade humana
e protecdo da vida aos participantes de pesquisa cientifica que envolvem seres humanos (BRA-
SIL,2012). Apés o projeto foi apresentado para os responsaveis do servico de saide-Secretaria
da Satde do municipio de Chapecd, os quais assinaram a solicitacao de autorizag¢do para a im-
plementacdo do projeto de pesquisa (ANEXO II). As participantes que aceitaram participar da
pesquisa assinaram a TCLE em duas vias, sendo que uma ficou com a participante e a outra
com a responsavel pela pesquisa no periodo de cinco anos, apds esse periodo todos os arquivos

armazenados tanto fisico como digital serdo destruidos/deletados.

4.3. ANALISE DOS DADOS

A sequéncia de locacdo das amostras de sangue foi codificada com a letra G (gestante)
e seguido de niimero de acordo com a ordem de coleta. Os dados obtidos foram tabulados em
uma planilha do Libre Office, em seguida, foram submetidos aos testes estatisticos adequados
para cada amostra. A andlise estatistica foi realizada da seguinte forma: as diferencas entre os
grupos, em relacdo as varidveis do estudo, foram avaliadas por anélise de variancia ANOVA.
Dessa forma, quando as amostras ndo apresentaram distribuicio normal, foram submetidas a
analise de variancia ANOVA, pelo teste de Kruskal-Wallis. E quando houve diferenga, os gru-
pos foram comparados entre si com corre¢do de Student-Newman-Keuls para varidveis para-
métricas e corregao de Dunn para variaveis ndo paramétricas. Os resultados foram apresentados
com médiatdesvio padrdo, para varidveis paramétricas, e sob a forma de mediana e faixa de

variacdo para varidveis ndo paramétricas. Foram consideradas estatisticamente significantes as
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diferencas em que a probabilidade de rejeicdo da hipdtese de nulidade foi menor que 5%

(p<0,05).

4.3.1 Separacao da amostra de sangue:

O plasma rico em plaquetas foi preparado pelo método de Pilla e col. modificado por
Lunkes e col. O sangue total foi coletado com citrato de s6dio como anticoagulante e centrifu-
gado a 1500 rpm por 10 minutos. Depois, o plasma rico em plaquetas foi centrifugado a 5000
rpm por 30 minutos e lavado com tampao HEPES 3,5 mM, pH 7,0 pelo menos duas vezes. Os
sedimentos de plaquetas foram suspensos em tampao HEPES e a proteina foi ajustada para 0,4-

0,6 mg / mL.

4.3.2 Estresse oxidativo:

e Determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi de acordo com
Ohkawa e colaboradores (1979). A formagao de malondialdeido, pela quebra de acidos gra-
xos poliinsaturados, € um conveniente método para se determinar o grau de peroxidacao lipi-
dica.

e Atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi de acordo com Paglia e Valentine (1967). Sua
funcdo € como enzima antioxidante contra o estresse oxidativo.

« O teste do 6xido nitrico, que detecta a presenca de nitrito organico na amostra foi realizado de
acordo com protocolo de Choi et al. (2012).

e As andlises de carbonilagdo proteica foram segundo protocolos descritos por Levine et al.
(1990). As proteinas estdo entre os principais alvos para oxidantes devido a sua alta velocidade
para vdrias reacoes com ERs e sua abundéncia nos sistemas biolégicos.

e A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), foi de acordo com Suzuki et al (1983). A
MPO € uma heme enzima produzida por mediadores inflamatdrios e liberada a partir de leu-
cdcitos no local da lesdo, portanto a MPO reflete a ativagdo de ambos neutréfilos e linfécitos.
Essa enzima tem papel fundamental na producd@o de ER e na sinalizacdo celular.

¢ Os niveis plasmaticos de vitamina C foram determinados segundo Galley et al. (1996). Este
método objetiva a geragdo de um cromégeno laranja produzido através da reacdo da vitamina
C com a dinitrofenilhidrazina a 37°C, que pode ser medido espectrofotometricamente a 520

nm.
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¢ A quantificagdo dos grupamentos tidis, biomarcador classico de estresse oxidativo, foi de

acordo com Ellman (1959).

4.3.3 Sistema purinérgico:

A atividade das enzimas foi realizada pelos métodos descritos, com modificacdes: E-NTP-
Dase, determinada segundo Pilla et al. (1996) modificado por Lunkes et al. (2003) e a atividade
da enzima ADA segundo método descrito por Giusti (1984).

Os dados obtidos foram analisados pelo software GraphPad Prism 6.0 (programa estatistico)

através do teste T de Student.

5. RESULTADOS

5.1. ESTRESSE OXIDATIVO

TBARS Proteina Carbonil
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GRAFICO 1: Niveis de TBARS. Os niv GRAFICO 2: Niveis de Proteina Car-

eis de TBARS foram significativamente bonil. Os niveis da Proteina Carbonil fo-
elevados nas gestantes de BR quando ram significativamente elevados nas ges-
comparado a gestantes com DMG. tantes de BR quando comparado a ges-

tantes com DMG.
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5.2. Sistema purinérgico
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GRAFICO 7: Niveis de Hidrélise de ATP

de Plaquetas: Observou-se uma diminui¢ao

significativa na hidrélise de ATP de plaquetas

em gestantes com DMG em relagdo as de BR.
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GRAFICO 9: Niveis de Hidrélise AMP de

Plaquetas: Observou-se uma diminui¢do signi-

ficativa na hidrélise de AMP de plaquetas em

gestantes com DMG em relacdo as de BR.
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GRAFICO 8: Niveis de hidrélise de
ADP nas Plaquetas: Observou-se uma di-
minuicdo significativa na hidrélise de ADP

de plaquetas em gestantes com DMG em

Hidrélise da adenosina plaquetas
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FICO 10: Niveis de Hidrodlise da Ade-
nosina de Plaquetas. Observou-se um
aumento significativo na hidrdlise de
Adenosina de plaquetas em gestantes

com DMG em relagdo as de BR.
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6. DISCUSSAO

A gestacgdo € caracterizada como um periodo fisiol6gico em que ocorre uma maior sen-
sibilidade a resisténcia a insulina e alteracdes no estresse oxidativo, pois € na placenta onde
acontece uma producdo de hormdnios diabetogénicos, os quais participam na formacdo de
EROs. Em gestagcdes de baixo risco, esta producdo € reparada através do aumento de antioxi-
dantes. Mas, nos casos de diabetes esta producdo aumentada, excede as defesas antioxidantes,
alterando os niveis de estresse oxidativo (RODRIGUES, 2017).

As anélises bioquimicas do estresse oxidativo em gestantes com DMG j4 foram obser-
vadas na literatura por meio do aumento da peroxidacao lipidica, a reducdo de antioxidantes
enzimaticos como por exemplo a catalase e nio enzimdticos como a Vitamina C (RODRI-
GUES, 2016).

Em nosso estudo, a concentragdo de TBARS foi significativamente menor em gestantes
com DMG quando comparado as de BR, tal resultado foi similar citado por outros autores (RO-
MERO et al., 2010; LEAL, 2010). Em outro estudo com ratas, observou-se que os niveis de
TBARS encontraram-se elevados em ratas diabéticas quando comparadas as de controle
(RUDGE et al, 2013). Tal resultado comprova, o que Suaréz et al (2007), descreveu em seu
estudo, que as gestantes com DM ocorrem uma maior concentragio de estresse oxidativo.

A Proteina Carbonil (PC) trata-se de um marcador, onde é avaliado os danos as protei-
nas, através de oxidantes. Estudos mostram uma pequena correlacdo entre este marcador e o
controle glicEmico, observando-se um prejuizo na diabetes mellitus tipo 2. (LI et al 2016). Em
nosso estudo, a concentracao da PC foi significativamente maior nas gestantes de BR quando
comparada as DMG. Li et al (2016), em seu estudo mostrou uma elevacdo do estresse oxidativo
entre 16 e 20 semanas anteriormente ao diagndstico de DMG, tal elevacdo pode dar-se antes
mesmo do inicio da DMG e aumentar no decorrer da gestagdo. Desse modo, tal aumento pode
auxiliar no desenvolvimento desta patologia.

A glutationa (GSH) atua na protecdo das lesdes causadas pelos metais como o ion ferro,
como também na eliminacdo de residuos da peroxidacdo lipidica. Sua diminui¢do prejudica o
funcionamento de outras enzimas antioxidantes, tendo como resultado dano nas células, subsi-
diando para a patologia da Diabetes Mellitus (LIRA et al., 2015). Nao houve diferenca signifi-
cativa da GSH entre esses dois grupos neste estudo.

A vitamina C na DMG indica que as modificacdes que ocorrem em sua concentracao
podem estar relacionadas ao fato da toxicidade do oxigénio a sensibilidade do endotélio vascu-

lar. Através da concentracdo da Vitamina C pode-se avaliar a predisposi¢do dos antioxidantes
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na quebra da cadeia e dessa forma inibir a formagdo da peroxidacgao lipidica. Em nosso estudo
foi maior em gestantes com DMG, contradizendo outros estudos (SUHAIL, 2010).

Os tidis sdo antioxidantes que atuam na protecao contra as espécies reativas de oxigénio.
Sua verificacdo propicia uma observacado indireta sobre as defesas antioxidantes. Estudos re-
centes mostraram que a homeostase anormal dos tidis, estd relacionado a varias doengas dentre
elas diabetes tipo I e DMG (AKTUN et al, 2018). Nas concentracdes dos grupos Tidis ndo foi
observado alteracdes significativas, tal fato foi similar a outros estudos (RUDGE et al, 2013).

A sinalizacdo purinérgica se relaciona diretamente com a diabetes, pois tal condi¢dao
modifica a concentracdo de ATP extracelular e o nivel de degradacdao do ATP & adenosina
(FONTINO, C.; DAL BEN, D.; ADINOLFI, E., 2018). Em nosso estudo houve diferenca
significativa de ATP entre os dois grupos. No estudo de Leal (2006), ele avaliou a hidrélise
de ATP em gestantes normais, com hipertensao e diabetes e comparou a mulheres nao
gravidas e identificou que esse aumento de ATP possivelmente ocorreu devido a prépria
gravidez.

A agregacao plaquetdria s6 € promovida a partir da ativacdo das plaquetas, em de-
corréncia dessa ativacdo o ATP € liberado. Dessa forma, € significativo a participagao de
um mecanismo enzimatico que hidrolise o ADP na circulacao, pois auxilia na delimitacao
na agregac¢ao plaquetdria, evitando assim a formagao de trombos. A agregacdo plaquetéria
induzida pelo ADP € resultado da sinalizacdo de dois tipos de receptores de nucleotideos que
sdo ligados a proteina-G (P2Y; e P2Tac). Desse modo, alguns estudos mostram que nucleoti-
deos extracelulares podem estar atuando como mensageiros, nos mecanismos hemostéticos e
vasculares, nas células inflamatodrias, nos sistemas exdcrino e enddcrino, entre outros (LEAL,
2006).

Muitos mediadores estdo envolvidos no processo de agregacido plaquetdria como a
trombina, epinefrina, tromboxanos, colageno e o ADP. Quando ocorre a adesdo das plaquetas
nas células endoteliais, comeca o processo de reparacdo por meio da liberacdo de mediadores.
Dentre eles, o ADP, o qual atua na amplificacdo e propagacdo da resposta das plaquetas em
relacdo a agregacgdo plaquetaria (BORN, 1962).

Em nosso estudo houve diferenca significativa do ADP quando comparado as gestantes
com DMG em relacdo as de BR. No estudo de Stefanello (2016), realizado com ratas tratadas
com agente hiperglicemiante estreptozotocina, houve um aumento do ADP na agregacao pla-
quetdria. Sabe-se que a insulina € uma molécula sinalizadora como também inibidora da ativa-
¢do plaquetdria, uma das vias da qual inibe é o receptor P2Y 12 na formacdo do AMPc (FER-

REIRA et al., 2006). Quando em baixa quantidade ou quando as células sdo resistentes a ela, a
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insulina ndo consegue desempenhar suas fungdes na inibicdo da agregacdo plaquetdria. Desse
modo, pacientes diabéticos tendem a ter uma maior agregacdo plaquetdria. Entretanto, nosso
estudo houve diminuicao da hidrélise de AMP nas gestantes com DMG, fato similar citado em
outros estudos (STEFANELLO, 2016).

No estudo de Lunkes et al (2004) com ratas diabéticas, as quais foram induzidas pelo
aloxan (andlogo téxico da glicose, que desencadeia diabete tipo 1), esta indu¢do mostrou que a
elevacao dos niveis de glicose, pode estar relacionado ao aumento de hidrélise dos nucleotideos
com maior producdo de adenosina.

A adenosina (ADA), nos vasos sanguineos, provém de nucleotideos que s@o liberados
das plaquetas (DONOSO et al., 2005). Em relacdo ao sistema purinérgico, constata-se que a
reducdo do transporte de adenosina leva ao aumento nos niveis extracelulares deste nucleosideo
no endotélio das veias umbilicais. O endotélio de tais veias umbilicais exibe atividades elevadas
dos receptores Ala e A2a dependendo dos niveis de insulina, o que representa que a adenosina
pode estar atuando como auxiliar dos efeitos bioldgicos da insulina na diabetes gestacional
(GUZMAN-GUTIERREZ, E.; ARMELLA, A.; TOLEDO, F. et al.; 2016). Em nosso estudo a
hidrdlise da adenosina de plaquetas foi maior nas gestantes com DMG quando comparado as
de BR. No estudo de Chelliah e Arumalla (2017), eles encontraram um aumento da atividade
da adenosina em gestantes normais € com DMG em relacdo a um grupo de mulheres ndo ges-
tantes, e sugeriram que este aumento ocorreu devido a um desequilibrio das citocinas.

Leal (2006), sugeriu em seu estudo que o aumento da hidrélise de ATP, ADP e AMP
nas gestantes hipertensas, DMG e normais em relacdo as mulheres ndo gravidas ocorra para
auxiliar no parto ou no puerpério na precaucao de altera¢cdes na hemostasia.

A amostra do nosso estudo foi constituida por 13 gestantes, as idades das gestantes va-

riaram de 19 a 44 anos. Com idades gestacionais de 37 a 40 semanas de gestacdo, dentre elas 4

(30,8%) sdo nuliparas, € 9 (69,2%) multiparas.

7. CONCLUSAO

e A Diabetes Mellitus gestacional provocou alteragdes oxidativas nas pacientes analisadas,
sugerimos que tais alteracdes tenham ocorrido devido as defesas antioxidantes estarem au-

mentadas

e O grafico observado nas gestantes com DMG quando comparada com gestantes de BR foi

uma alteracdo na hidrélise dos nucleotideos pelas enzimas que estdo nas plaquetas.
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Este estudo foi de suma importancia para uma melhor compreensdo dos mecanismos mole-
culares na DMG, auxiliando talvez para futuros alvos terapéuticos e na qualidade do cuidado

prestado para estas pacientes.
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APENDICE I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE): Para Gestante
Portadora De Diabetes Mellitus Gestacional

ANALISE BIOQUIMICA DO SISTEMA PURINERGICO EM GESTANTES COM DI-
ABETES MELLITUS GESTACIONAL

Prezado participante,

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa Anédlise bioquimica do estresse
oxidativo e sistema purinérgico em gestantes com Diabetes Mellitus Gestacional.

Desenvolvida por Bruna Lais Hardt, discente do curso de graduacdo em Enfermagem
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus de Chapecd, sob orientacdo da
Professora Dra. Débora Tavares Resende e Silva.

O objetivo central do estudo é: Analisar os componentes do sangue (obtidos através de
uma amostra de sangue), para poder correlaciond-los as repercussdes no estresse oxidativo e
sistema purinérgico de gestantes com Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) e gestantes de
baixo risco.

O convite a sua participacao se deve a condica@o de estar gestante, ser portadora de DMG.
Considera-se a sua participagdo muito importante, pois serdo analisados o sangue coletado e
assim se terd o conhecimento do perfil da gestante diabética.

Sua participag@o nao € obrigatdria e vocé tem plena autonomia para decidir se quer ou
ndo participar, bem como desistir da colaboragado neste estudo quando desejar, sem necessidade
de qualquer explicacdo e sem nenhuma forma de penalizacdo. Vocé ndo serd penalizado de
nenhuma maneira caso decida ndo consentir sua participagdo, ou desista da mesma. Contudo,
ela € muito importante para a execugdo da pesquisa.

Voceé ndo receberd remuneracdo e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa, sendo
sua participacdo voluntdria.

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informagdes por vocé
prestadas. Qualquer dado que possa identificd-lo serd omitido na divulgacao dos resultados da
pesquisa e o material armazenado em local seguro.

A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé€ poderd solicitar do
pesquisador informacdes sobre sua participacdo e/ou sobre a pesquisa, o que podera ser feito

através dos meios de contato explicitados neste Termo.
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A fim de manter o anonimato dos sujeitos, estes serdo codificados com a letra G
(gestante) e seguido de nimero de acordo com a ordem de coleta.

A sua participagdo consistird em autorizar uma coleta de 10 ml de sangue para serem
realizados exames relacionados ao estresse oxidativo e sistema purinérgico referentes a
pesquisa. A coleta do sangue serd realizada por profissionais enfermeiros participantes deste
projeto de pesquisa na clinica da mulher no momento da consulta de pré-natal. Serdo coletadas
essas informacdes de 15 gestantes diabéticas.

Ao final da pesquisa, todo material serd mantido em arquivo, fisico ou digital, por um
periodo de cinco anos pela pesquisadora responsavel.

O beneficio relacionado com a sua colaboracdo nesta pesquisa é o de adquirir o
conhecimento sobre o dano oxidativo e a via de sinalizacdo purinérgica além de buscar
identificar qual € o perfil das gestantes acometidas pela DMG e a partir disso poder elaborar
estratégias para a prevengdo de novos casos.

A participagdo na pesquisa poderd causar riscos relativos a participacdo nesta pesquisa
referem-se a algum desconforto causado pela picada da agulha durante a coleta de sangue. Com
relacdo ao possivel desconforto gerado pela picada da agulha durante a coleta de sangue, este
pode gerar uma pequena inflamacao local e/ou hematoma. Para minimizar esse risco, algumas
medidas serdo adotadas: o brago da coleta devera estar em posi¢ao adequada que serd informada
pelo técnico responsavel pela coleta, mantendo pressionado no local da puncao por um tempo
de aproximadamente 5 minutos apds o procedimento, evitando dobrar o braco ou carregar peso
nos momentos subsequentes a coleta. Caso os riscos previstos (hematoma e/ou pequena infla-
magdo local em decorréncia da picada da agulha no momento da coleta de sangue) ocorram, o
participante receberd tratamento e acompanhamento até que esses desconfortos desaparecam.
Por exemplo, caso haja hematoma no local da coleta de sangue, o participante serd acompa-
nhado até que esse hematoma desapareca. O desaparecimento desses desconfortos ndo deve se
estender por mais de 24 horas. Assim, o participante serd mantido na pesquisa. Caso os descon-
fortos permanecam por mais de 48h, o participante sera substituido.

A devolutiva dos resultados aos sujeitos se dard em momento pré-determinado pelos pro-
fissionais da equipe de satude das unidades basicas de saude e Secretaria Municipal de Saude.
Na oportunidade serd explanado os resultados obtidos. A divulgacdo dos dados obtidos ainda
serd feita por meio de apresentacdo em congressos € demais eventos nacionais € internacionais,
em publicacdo de manuscritos em periddicos da drea.

Caso concorde em participar, uma via deste termo ficard em seu poder € a outra serd

entregue ao pesquisador. Nao receberd copia deste termo, mas apenas uma via. Desde ja
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agradecemos sua participagado!

Chapeco, de de

Assinatura do Pesquisador Responsével

Contato profissional com o(a) pesquisador(a) responsavel:

Na sala 307 do bloco dos professores da UFFS

e-mail: debora.silva@uffs.edu.br

Endereco para correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira Sul/UFFS, Rodovia SC 484
Km 02, CEP: 89815-899, Chapec6 - Santa Catarina — Brasil.

“Em caso de duvida quanto a conducao ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da UFFS”: Tel e Fax - (0XX) 49- 2049-3745 E-Mail: cep.uffs @uffs.edu.br

Endereco para correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira Sul/UFFS - Comité de Etica
em Pesquisa da UFFS , Rua General Osério, 413D - CEP: 89802-210 - Caixa Postal 181 —
Centro - Chapec6 - Santa Catarina — Brasil)

Declaro que entendi os objetivos e condi¢des de minha participagc@o na pesquisa e concordo
em participar.
Nome completo do (a) participante:
Assinatura:
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APENDICE I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE):
Para Gestante De Baixo Risco

ANALISE BIOQUIMICA DO SISTEMA PURINERGICO EM GESTANTES COM DI-
ABETES MELLITUS GESTACIONAL

Prezado participante,

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa Anélise bioquimica do estresse
oxidativo e do sistema purinérgico em gestantes com Diabetes Mellitus Gestacional.

Desenvolvida por Bruna Lais Hardt, discente do curso de graduacdo em Enfermagem
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFES), Campus de Chapecd, sob orientacdo da
Professora Dra. Débora Tavares Resende e Silva.

O objetivo central do estudo €: Analisar os componentes do sangue (obtidos através de
uma amostra de sangue), para poder correlaciond-los as repercussdes no estresse oxidativo e no
sistema purinérgico de gestantes com Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) e gestantes de
baixo risco.

O convite a sua participagcao se deve a condi¢do de estar gestante, e nao ter nenhuma
comorbidade. Considera-se a sua participagdo muito importante, pois serdo analisados o sangue
coletado e assim se terd o conhecimento do perfil da gestante diabética.

Sua participag¢do nao € obrigatdria e vocé tem plena autonomia para decidir se quer ou
ndo participar, bem como desistir da colabora¢do neste estudo quando desejar, sem necessidade
de qualquer explicacdo e sem nenhuma forma de penalizacdo. Vocé€ ndo serd penalizado de
nenhuma maneira caso decida nao consentir sua participacdo, ou desista da mesma. Contudo,
ela € muito importante para a execugao da pesquisa.

Vocé nao receberd remuneracao e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa, sendo
sua participacdo voluntaria.

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informagdes por vocé
prestadas. Qualquer dado que possa identifica-lo serd omitido na divulgacao dos resultados da
pesquisa e o material armazenado em local seguro.

A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, voc€ podera solicitar do
pesquisador informagdes sobre sua participagdo e/ou sobre a pesquisa, o que podera ser feito
através dos meios de contato explicitados neste Termo.

A fim de manter o anonimato dos sujeitos, estes serdo codificados com a letra G
(gestante) e seguido de nimero de acordo com a ordem de coleta.

A sua participacdo consistird em autorizar uma coleta de 10 ml de sangue para serem
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realizados exames relacionados ao sistema purinérgico referentes a pesquisa. A coleta do
sangue serd realizado por profissionais enfermeiros participantes deste projeto de pesquisa na
clinica da mulher no momento da consulta de pré-natal. Serdo coletadas essas informacdes de
15 gestantes diabéticas.

Ao final da pesquisa, todo material serd mantido em arquivo, fisico ou digital, por um
periodo de cinco anos pela pesquisadora responsavel.

O beneficio relacionado com a sua colaboracdo nesta pesquisa é o de adquirir o
conhecimento do dano oxidativo e via de sinalizacdo purinérgica além de buscar identificar
qual € o perfil das gestantes acometidas pela DMG e a partir disso podem ser elaboradas
estratégias para a prevengao de novos casos.

A participagdo na pesquisa poderd causar riscos relativos a participacdo nesta pesquisa
referem-se a algum desconforto causado pela picada da agulha durante a coleta de sangue. Com
relacdo ao possivel desconforto gerado pela picada da agulha durante a coleta de sangue, este
pode gerar uma pequena inflamacao local e/ou hematoma. Para minimizar esse risco, algumas
medidas serdo adotadas: o brago da coleta devera estar em posicao adequada que serd informada
pelo técnico responsavel pela coleta, mantendo pressionado no local da puncao por um tempo
de aproximadamente 5 minutos apds o procedimento, evitando dobrar o brago ou carregar peso
nos momentos subsequentes a coleta. Caso os riscos previstos (hematoma e/ou pequena infla-
magcao local em decorréncia da picada da agulha no momento da coleta de sangue) ocorram, o
participante receberd tratamento e acompanhamento até que esses desconfortos desaparecam.
Por exemplo, caso haja hematoma no local da coleta de sangue, o participante serd acompa-
nhado até que esse hematoma desapareca. O desaparecimento desses desconfortos ndo deve se
estender por mais de 24 horas. Assim, o participante serd mantido na pesquisa. Caso os descon-
fortos permanecam por mais de 48h, o participante serd substituido.

A devolutiva dos resultados aos sujeitos se dard em momento pré-determinado pelos pro-
fissionais da equipe de saude das unidades bdsicas de saide e Secretaria Municipal de Saude.
Na oportunidade serd explanado os resultados obtidos. A divulgacdo dos dados obtidos ainda
serd feita por meio de apresentacdo em congressos € demais eventos nacionais € internacionais,
em publicacdo de manuscritos em periddicos da drea.

Caso concorde em participar, uma via deste termo ficard em seu poder € a outra serd
entregue ao pesquisador. Nao receberd copia deste termo, mas apenas uma via. Desde ja

agradecemos sua participagdo!
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Chapeco, de de

Assinatura do Pesquisador Responsével

Contato profissional com o(a) pesquisador(a) responsavel:

Na sala 307 do bloco dos professores da UFFS

e-mail: debora.silva@uffs.edu.br

Enderego para correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira Sul/UFFS, Rodovia SC 484
Km 02, CEP: 89815-899, Chapec6 - Santa Catarina — Brasil.

“Em caso de duvida quanto a conducdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da UFFS™:

Tel e Fax - (0XX) 49- 2049-3745

E-Mail: cep.uffs@uffs.edu.br

Endereco para correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira Sul/UFFS - Comité de Etica
em Pesquisa da UFFS , Rua General Osério, 413D - CEP: 89802-210 - Caixa Postal 181 —
Centro - Chapec6 - Santa Catarina — Brasil)

Declaro que entendi os objetivos e condi¢des de minha participacdo na pesquisa e concordo em
participar.

Nome completo do (a) participante:
Assinatura:
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APENDICE II - INSTRUMENTO DE COLETA DOS DADOS DE PRONTUARIO DA

GESTANTE
Cédigo da participante: Idade:
Idade gestacional (IG): Paridade:
Peso: kg Estatura: cm
Pressdo arterial: mmHg Frequéncia cardfaca: bpm
Glicemia: Fumante: ( ) sim ( ) ndo

Medicamentos em uso:

Historico Familiar:

Exames realizados no pré-natal:

OBS:
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DA . Plabalorma
FRONTEIRA SUL - UFFS P#tﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADDS DA EMENDA
Titule de Pesquiza: Zindromes Hipardeansivas Gesiadiona s (SHGE): Andlise o= comalagdo clinica com as
repercussies do gl vascalar placentano de gestanies de alko risco
Pesquisador: Deébors Tavares de Fessnde & Sika Abate
Ares Tematica:
Yersan: S
CAAE: 6732841 7.2.0000.5504
Ingtitulcio Propanente: U IYERSIDADE FEIEHAL DA FROMTEIRS SUL - LFFS

Patrocinader Principal: FUMCACAD DE AMPARD A PESQUISA E INCYWACAD DO ESTADD DE SANTA
CATARINA

CADGE DO PARECER
Marmero do Parecer: 2573584

Apresenlacio do Projelo;

Ja sipresentado e parecer anlericrn.

Objetivo da Pesguisa:

Ja sprazentzdo er parscer amenior.

Avallagéo dos Rizcos e Beneficlog:

Jad apresentain ar paceses arledon,

Comentarios ¢ Consideracies sobre a Pesquisa;

Ja sipresentado e parscer anleriorn.

Considerapdes sobre ob Termes de aprasentagao cbrigatoria:

A pesguisadors apressntod novo terme de cenc = & concordanacia de SESAU com detz da ass neturs.

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inedequagbes:
Mac ha irrpedimentas Ao 3 BOr0vEGI0 CA BIMENGS.

Conglderacies Finals a critérlo do CEP:

Q presenis projele, seguil nesla data para analise da CONEP ¢ s lem o seu inicio autorizado ap:‘is a
aprovacdo pels meama.

Esle parccet foi claborado Bastado Rnos documenlos abaike relRcionddos:

Enderege:  Toduvia S A0 bari 02, Pronbeing S0 - Bhoos dy GLieyy - wala 3700 37 ginda

Baimo:  Arm Rl CEP: ga015-93
UF: 55 lundzipla:  GRARECD
Takfona: [di2id: 3745 E-mallz cop.LbsiEiiscdinkr

Slguiaun o e
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ANEXO II

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CURSO DE GRADUAGAO EM ENFERMAGEM

DECLARAGAO DE CIENCIA E CONCORDANCIA DAS INSTITUICOES ENVOLVIDAS

Com o objetivo de atender as exigéncias para obtengdo de parecer do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) envolvendo Seres Humanos, a Secretara de Salde de Chapect/SC,
representada legalmente pela Coordenadora do Setor de Planejamento & Educagdo na Saide
Sra. Gessiani Fatima Larentes, declara estar ciente e de acordo com o desenvolvimento do
Frojeto de Pesquisa intitulado: Sindromes Hipertensivas Gestacionais (SHG): andlise da
correlagio clinica com as repercussées no leito vascular placentério de gestantes de alto
risco, nos termos propostes, salientando que os pesquisadores deverso cumprir os termos da
resolugéo 466/2012 do Conselhe Macional de Salde e as demais legisiagdes vigentes, bem
como apresentar copis do parecer do CEP junto a esta Secretaria antes do inicic da coleta de

dados.

Chapecs, () Jde Malo de 2018,

bﬂ,&}ﬂ -/5/[} o o IEE. Qﬂ’b&l @iQnLﬂ Devens Olwedo,

Pesquisador ResponsévelProfessor Estudante Corresponsdvel pela Pesquisa
Origntado G 19136 ,.ﬁ)
o 1.1 ot
¥ :ass #“T:l? e % W
=] d
Coordenagéo de Unidade/Servico da Gessiani Féﬁmal{.arente
Secretaria de Salde

Coordenadora do Setor de Planejamento e
Educacdo na Salde
Secretaria de Sadde de Chapecd



