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RESUMO

Estima-se que em cada 33 nascimentos, um recém-nascido
apresenta malformagdo congénita no mundo. E, a cada ano, 303000
destes morrem nas primeiras quatro semanas de vida. No Brasil e na
regido Sul do pais, a malformacdo congénita é a principal causa de
mortalidade  pés-neonatal, com aproximadamente 50% das
malformacgfes congénitas sem uma causa especifica conhecida. Muitas
doencas resultam da interacdo entre fatores genéticos e ambientais. A
instabilidade gendmica, tendéncia aumentada do genoma em adquirir
mutacdes, pode resultar da interagdo destes diferentes fatores. O excesso
de espécies reativas de oxigénio pode causar dano em diferentes
componentes celulares, como lipidios, proteinas e DNA. O estresse
oxidativo, desequilibrio entre moléculas pré-oxidantes e antioxidantes
em favor das primeiras, pode ser alterado pelo aumento de espécies
reativas de oxigénio e/ou espécies reativas de nitrogénio, ou por uma
diminuicdo nos mecanismos de defesa antioxidante. A gestagdo
apresenta maior susceptibilidade ao estresse oxidativo que, uma vez
estabelecido em periodos criticos do desenvolvimento embrionario,
pode levar a modificacbes na expressdo génica, sugerindo o
envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da malformacéo
congénita. O presente trabalho avaliou o estresse oxidativo e a
instabilidade genémica no sangue periférico de gestantes com
malformacdo fetal (n = 32), gestantes (n = 35) e mulheres ndo gestantes
(n = 34). Para avaliar o estresse oxidativo, foi realizado o teste de
proteina carbonilada (PC), o teste de substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) e a avaliacdo da atividade da enzima catalase
(CAT). Para avaliar a instabilidade genémica, foram realizados o ensaio
cometa e 0 ensaio de microndcleos com bloqueio da citocinese celular -
citoma (CBMN - citoma), que permite a analise das frequéncias de
micronucleos (MN), pontes nucleoplasmaticas (NPB) e buds nucleares
(NBUD), além de possibilitar o calculo do indice mitdtico (IDN).
Avaliou-se também o estado inflamatério através do ensaio de
mieloperoxidase (MPO). O cariétipo fetal e a dosagem de
alfafetoproteina (AFP) foram utilizados em combinagdo com a
ultrassonografia, permitindo o diagndstico da malformacéo fetal. Foi
observado um aumento de PC e MN nas gestantes em relacdo as
mulheres ndo gestantes, principalmente no terceiro trimestre
gestacional. Quanto as gestantes com malformacéo fetal, as gestantes de
segundo trimestre apresentaram analises semelhantes as do mesmo
periodo gestacional do grupo de gestantes. As gestantes com



malformacdo fetal no terceiro trimestre gestacional apresentaram
reducdo de PC, NPB e CAT em compara¢do com 0 mesmo periodo
gestacional do grupo de gestantes. As gestantes com fetos com cariétipo
alterado apresentaram aumento de NBUD, NPB, MPO e idade, e
diminuicio do IDN em comparacdo as gestantes com fetos com
cariétipo normal. Essas alteragdes foram induzidas principalmente por
gestantes com fetos com sindrome de Down. Considerando a amostra
completa, as participantes que costumam tomar café diariamente
apresentaram frequéncia de NBUD aumentada em comparagdo com
aquelas que ndo bebiam café ou ndo possuiam esse habito diario. A
gestacdo € um processo fisiolégico que pode levar a alteracfes nos
marcadores de estresse oxidativo e instabilidade genbmica em
comparagdo com mulheres ndo gestantes.

Palavras-chave: Dano de DNA. Ensaio de microndcleos com blogqueio
de citocinese celular - citoma. Ensaio do Cometa. Espécies reativas de
oxigénio. Gestacdo. Malformacéo fetal.



ABSTRACT

An estimated one in 33 newborns born with congenital
malformation worldwide. And each year, 303,000 of them die within
the first four weeks of life. In Brazil and in the southern region,
congenital malformation is the main cause of post-neonatal mortality,
with approximately 50% of congenital malformations without a specific
known cause. Many diseases result from the interaction between genetic
and environmental factors. Genomic instability, an increased tendency
of genome to acquire mutations, may result from the interaction of these
different factors. Excessive reactive oxygen species (ROS) can cause
damage to different cellular components such as lipids, proteins and
DNA. Oxidative stress, an imbalance between pro-oxidant and
antioxidant molecules in favor of the former, can be altered by reactive
oxygen species (ROS) and/ or reactive nitrogen species increase, or by a
decrease in antioxidant defense mechanisms. Gestation presents greater
susceptibility to oxidative stress, which, once established in critical
periods of embryonic development, can lead to modifications of gene
expression, suggesting the involvement of oxidative stress in the
pathophysiology of congenital malformation. The present study
evaluated the oxidative stress and genomic instability in the peripheral
blood of pregnant women with fetal malformation (n = 32), pregnant
women (n = 35) and non-pregnant women (n = 34). To evaluate
oxidative stress, carbonylated protein test (CP), thiobarbituric acid
reactive substances test (TBARS) and evaluation of catalase enzyme
activity (CAT) were performed. To evaluate genomic instability, comet
assay and cytokinesis-block micronucleus cytome assay (CBMN cyt)
were performed. CBMN cyt allows the analysis of micronuclei (MN),
nucleoplasmic bridges (NPB) and nuclear buds (NBUD) frequencies,
besides the mitotic index calculation (NDI). The inflammatory state was
also assessed by the myeloperoxidase assay (MPO). The fetal karyotype
and the alpha-fetoprotein (AFP) dosage were wused with
ultrasonographic image to allow the fetal malformation diagnosis. CP
and MN were increased in pregnant women compared to non-pregnant
women, especially in the third trimester of pregnancy. As for pregnant
women with fetal malformation, second-trimester pregnant women
presented similar analyzes to the same gestational period as the pregnant
women with fetal malformation. Pregnant women with fetal
malformations in the third trimester presented a reduction of CP, NPB
and CAT in comparison with the same gestational period of the
pregnant woman group. Pregnant women with altered fetal karyotypes



had increased NBUD, NPB, MPO and age, and decreased NDI
compared to pregnant women with normal karyotype fetuses. These
alterations were induced mainly in pregnant women with fetuses with
Down syndrome. Considering the whole sample, participants who
consumed coffee daily had increased NBUD frequency compared to
those who did not drink coffee or did not have this daily habit. Gestation
is a physiological process that can lead to changes in oxidative stress
and genomic instability markers compared to non-pregnant women.

Keywords: DNA damage. Cytokinesis-block micronucleus
cytome assay. Comet assay. Reactive oxygen species. Pregnancy. Fetal
malformation.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que um em cada 33 recém-nascidos nasgca com
malformacgéo congénita no mundo, sendo que, por este motivo, 303.000
vao a Obito anualmente nas primeiras quatro semanas de vida. Nas
Américas, as malformacdes congénitas consistem na segunda principal
causa de morte em recém-nascidos e criancas menores de cinco anos
(OPAS/OMS, 2017; WHO, 2018). No Brasil, a malformacgéo congénita
representa a segunda principal causa de 6bito infantil e a principal causa
de mortalidade po6s-neonatal. A Regido Sul do Brasil acompanha a
tendéncia nacional com a malformagéo congénita representando 26% da
mortalidade infantil e 33% da mortalidade pos-neonatal (BRASIL,
2016). Apesar do desfecho das malformacbes nem sempre ser o 6bito,
muitas das criangas que sobrevivem tém maior risco de apresentar
doengas cronicas e incapacitantes. Assim, além dos préprios individuos,
as familias, os sistemas de salde e a sociedade também podem ser
significativamente impactados. Um ou mais fatores genéticos,
infecciosos, nutricionais ou ambientais podem estar associados as
anomalias congénitas, sendo muitas vezes dificil identificar as causas
exatas (WHO, 2018).

E reconhecido que muitas doencas resultam de interacdes entre
fatores genéticos e ambientais (THOMAS, 2010). O DNA recebe
dezenas de milhares de lesGes por dia, podendo levar ao bloqueio da
replicacdo e da transcri¢do celular. Quando as lesfes ndo sdo reparadas
ou sdo reparadas de forma incorreta, podem ocorrer mudangas na
sequéncia de nucleotideos, ganho, rearranjo ou perda cromossémica, e
em UGltima instancia, ameacar a viabilidade celular e do organismo. A
instabilidade genémica, tendéncia aumentada do genoma em adquirir
mutacgdes, pode ocorrer como consequéncia de defeitos herdados, ou
induzidos por exposicdo a agentes ambientais, como produtos quimicos,
agentes bioldgicos e radiagdo (JACKSON e BARTEK, 2009; LANGIE
etal., 2015).

A exposicdo a poluentes, ma alimentagdo e falta de exercicio,
presentes na vida moderna, podem causar excesso de inflamagéo,
estresse oxidativo e danos ao DNA em U(ltima instncia. Os eventuais
danos ao DNA sdo reparados de forma eficaz durante a gestagédo
saudavel, quando ha o equilibrio entre os antioxidantes e as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. No entanto, a gestacdo apresenta
maior susceptibilidade ao estresse oxidativo, associada a alta demanda
metabdlica e de oxigénio nos tecidos, podendo esse equilibrio ser
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facilmente rompido (CASANUEVA e VITERI, 2003; FURNESS et al.,
2011).

O excesso de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pode
levar a danos em diferentes componentes celulares, como lipidios,
proteinas e acidos desoxirribonucleicos. Dessa forma, a estrutura e
funcdo de proteinas celulares podem ser afetadas, alterando a
embriogénese. A  fisiopatologia de diferentes complicacdes
reprodutivas, como infertilidade, aborto espontaneo, pré-eclampsia,
restricdo do crescimento fetal e trabalho de parto prematuro foi
associada ao estresse oxidativo (DUHIG et al., 2016; PIETRYGA et al.,
2017). Com o aumento na concentracdo de EROs, a capacidade
antioxidante natural das células fetais diminui, levando a eventos
biomoleculares, como altera¢des de membrana, disfungdo mitocondrial
e iniciacdo anormal de morte celular programada (apoptose), causando
defeitos de nascimento (ORNOY et al., 2015). Assim, uma vez
estabelecido 0 estresse oxidativo em periodos criticos do
desenvolvimento embrionério, podem ocorrer modificagbes na
expressdo génica, indicando que o estresse oxidativo esta envolvido na
fisiopatologia da malformagao congénita (LOEKEN, 2004; CLAPES et
al., 2013; MUKHOPADHYAY et al., 2015).

Uma vez que o sangue materno e fetal estdo intimamente
conectados, neste trabalho foi avaliado o envolvimento do estresse
oxidativo e da instabilidade gendmica em gestantes. O estresse
oxidativo foi avaliado através dos ensaios de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS), proteina carbonilada (PC) e catalase
(CAT). O ensaio de TBARS detecta as substancias que reagem com o
acido tiobarbitdrico resultantes de peroxidacao lipidica, o ensaio de PC
analisa o dano oxidativo a proteinas por carbonilacdo e a CAT é uma
enzima antioxidante. Ja a instabilidade gendmica foi investigada através
do ensaio cometa e da técnica de microndcleos com o bloqueio da
citocinese celular - citoma (CBMN - citoma). O ensaio cometa avalia
quebras de fitas simples e duplas de DNA, além de alteracGes na
estrutura sensiveis ao pH alcalino e crosslinks. Este ensaio avalia a
genotoxicidade, uma vez que as alteragdes avaliadas ainda podem ser
reparadas. A técnica CBMN - citoma é considerada uma avaliacdo da
mutagenicidade, pois avalia 0 dano ao DNA ja estabelecido apés a acéo
do sistema de reparo. A mieloperoxidase (MPO) foi utilizada como um
marcador inflamatério, e a alfafetoproteina (AFP) e cariétipo fetal
foram analisados em conjunto com os dados ultrassonograficos para o
diagnostico da malformagéo fetal.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 GESTACAO
2.1.1 Embrido/ Feto

O desenvolvimento humano é iniciado com a fecundacdo do
odcito pelo espermatozoide. O processo continuo de divisdo celular,
migracdo celular, morte celular programada (apoptose), diferenciagéo,
crescimento e rearranjo celular, transforma o zigoto (odcito fecundado)
em um ser humano multicelular. Geralmente divide-se o
desenvolvimento humano em periodo pré-natal (antes do parto) e pds-
natal (apds o parto), sendo o periodo pré-natal dividido em periodo
embrionario e fetal. A figura 1 ilustra as principais alteragdes que
ocorrem no periodo pré-natal. No periodo embrionéario, mais
especificamente entre a terceira e a oitava semanas, 0correm 0s avangos
mais visiveis. No periodo fetal, ocorrem diferenciacdo e crescimento
dos tecidos e 6rgdos e a taxa de crescimento corporal aumenta. O
primeiro trimestre, quando ocorre o desenvolvimento embrionério e
fetal inicial, é o periodo mais critico do desenvolvimento (MOORE,
2016).

2.1.2 Placenta

A placenta é formada a partir do zigoto e consequentemente tem
a mesma composicdo genética fetal. O desenvolvimento placentario
ocorre em baixa concentracdo de oxigénio, mantida por secrecGes das
glandulas endometriais, em vez da circulacdo materna. O beneficio deste
ambiente é a protecdo do embrido, neste periodo vulneravel do
desenvolvimento, contra os efeitos teratogénicos mediados por radicais
livres de oxigénio. Inicialmente as vilosidades que dardo origem a
placenta se formam sobre toda a superficie do saco coribnico e para
evitar a entrada de sangue materno no espaco interviloso, plugues
extravilosos de células citotrofoblasticas se formam e invadem a
abertura das artérias espiraladas maternas. Prdximo ao fim do primeiro
trimestre, as vilosidades periféricas regridem através da ativacdo de
cascatas apoptoticas e a placenta alcanca o formato discoide definitivo,
atingindo o tamanho méaximo em aproximadamente 12 semanas. A
circulacdo materna placentaria é estabelecida a partir do deslocamento
das células citotrofoblasticas da abertura das artérias espiraladas, com
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consequente liberacdo do fluxo sanguineo materno (BURTON e
JAUNIAUX, 2011).

Figura 1- Cronologia do desenvolvimento pré-natal humano da 1% a 10?
semana.
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llustra os estagios iniciais do desenvolvimento humano. Inicialmente estdo
ilustradas as fases do ciclo menstrual com o desenvolvimento de um foliculo
ovariano contendo um odcito. Aproximadamente 14 dias apds o inicio do
Gltimo periodo menstrual ocorre a oocitagcdo (ovulagdo) e fecundagdo. A
fecundacdo é seguida pela clivagem do zigoto na tuba uterina, implantacédo do
blastocisto no endométrio (revestimento do Utero) e o desenvolvimento inicial
do embrido.

Fonte: Moore (2016).
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O inicio da circulagdo materna representa um desafio oxidativo a
placenta. Antes do estabelecimento da circulacdo materna placentéria,
sdo utilizadas vias metabdlicos que envolvem agucares nao fosforilados
gue ndo requerem altas concentracBes de oxigénio para o 6timo
funcionamento. A partir do estabelecimento da circulagdo materna na
placenta, entre 10 e 12 semanas, ocorre um aumento de cerca de trés
vezes na concentracdo de oxigénio. Com isso, h4 uma explosdo de
estresse oxidativo na placenta, explicada pela necessidade de adaptacao
do tecido ao novo ambiente rico em oxigénio (DENNERY, 2010;
BURTON e JAUNIAUX, 2011).

A placenta madura é formada por uma superficie que estd em
contato com o feto e fixa o corddo umbilical (cérion viloso), e outra que
estd em contato com o endométrio materno (decidua basal). A cavidade
formada entre estas superficies é chamada de espaco interviloso. O
sangue fetal, pobre em oxigénio, chega a placenta através das artérias
umbilicais, que se dividem em artérias coridnicas no local de insercdo
do corddo umbilical. As artérias coridnicas se ramificam na placa
coridnica e entram nas vilosidades coridnicas formando o sistema
arteriocapilar-venoso (figura 2). Acredita-se que estas estruturas sejam
os principais locais de troca materno-fetal. Uma vez bem oxigenado, o
sangue nos capilares fetais, passa para as veias que convergem
formando a veia umbilical. A veia umbilical faz o retorno do sangue
oxigenado para o feto. JA& 0 sangue materno é impulsionado para o
espaco interviloso através das artérias espiraladas na decidua basal.
Como o fluxo sanguineo das artérias espiraladas é pulsatil, a pressdo
com que 0 sangue entra é consideravelmente mais alta do que a do
espaco interviloso, sendo impulsionado em direcdo & placa coriénica. A
medida que a pressdo diminui, o sangue flui lentamente pelas
ramificacdes das vilosidades permitindo as trocas metabolicas e gasosas
com o sangue fetal. O retorno para o sangue materno é feito através das
veias endometriais (BURTON e FOWDEN, 2015; MOORE, 2016).

A placenta faz a conexdo do feto com 0 meio externo. E um
6rgdo fetomaterno onde ocorrem as trocas gasosas, suprimento de
nutrientes e retirada dos produtos de degradacdo. A placenta, juntamente
com o corddao umbilical, faz o transporte dessas substancias que é
realizado nos dois sentidos, tanto no sentido feto-materno (dioxido de
carbono e excretas), quanto no sentido materno-fetal (nutrientes e
oxigénio). Essa transferéncia placentaria pode ser feita por diferentes
processos (difusdo simples, difusdo facilitada, transporte ativo e
pinocitose) de acordo com o tamanho, configuracdo e carga da
molécula. A membrana placentéria, até a vigésima semana, é formada
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por quatro camadas: sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, tecido
conjuntivo das vilosidades e endotélio dos capilares fetais (figura 3). A
medida que a gestacdo avanca as células do citotrofoblasto deixam de
estar presentes em grandes areas das vilosidades, diminuindo a
espessura da membrana placentaria e aproximando 0s sangues materno e
fetal. Usualmente ndo ha mistura entre o sangue materno e o fetal, no
entanto, quando ocorrem minimos defeitos na membrana placentaria,
pequenas quantidades de sangue fetal podem passar para a circulagdo
materna (MOORE, 2016).

Figura 2- Desenho esquematico de corte transversal de placenta madura.

Decidua parietal
Veia umbilical Artérias umbilicais
(sangue rico em Op) (sangue pobre em O5)
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Membrana amniocoribnica Circulagao fetal Espago interviloso Amnio
. Placa corionica Base da vilosidade-
Vulogdgdg-lronco \ ) tronco principal
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/
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Circulagao materna

A ilustracdo demonstra a parte fetal da placenta (cérion viloso) com os troncos
vilosos que fazem parte da circulacdo fetal, e a parte materna da placenta
(decidua basal) que contém as veias e artérias endometriais. O sangue materno é
impulsionado para o espago interviloso através das artérias espiraladas na
decidua basal. As artérias umbilicais levam o sangue pouco oxigenado
(ilustrado em azul) até a placenta e a veia umbilical leva o sangue rico em
oxigénio (ilustrado em vermelho) para o feto.

Fonte: Moore (2016).



28

Poucas substancias ndo sdo capazes de atravessar a membrana
placentéria, assim, a maioria das substancias presentes no sangue
materno pode alcancar o sangue fetal (MOORE, 2016). No entanto, o
sinciciotrofoblasto contém uma variedade de enzimas e transportadores
gue garantem a desintoxicacdo e efluxo de xenobidticos,
desempenhando um papel equivalente as células hepaticas no adulto.
Estas competéncias do sinciciotrofoblasto sdo de extrema importancia
para o feto, pois independentemente do sexo, horménios do estresse
materno e poluentes ambientais, garantem o desenvolvimento fetal sem
comprometer o sistema neuroendocrino e gonadal. A enzima 11-B-
hidroxiesterdide desidrogenase 2 (11-pHSD2), por exemplo, oxida o
cortisol materno para o metabdlito inativo cortisona. Assim, os efeitos
potencialmente prejudiciais dos horménios do estresse materno sao
limitados pela placenta (BURTON e FOWDEN, 2015).

Figura 3- Membrana placentaria.
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a: ilustracdo de uma vilosidade coribnica tronco; b: corte transversal de uma
ramificacdo das vilosidades com 10 semanas de gestacéo; c: corte transversal de
uma ramificagdo das vilosidades a termo.

Fonte: Moore (2016).

A principal classe de transportadores ativos primarios na placenta
¢ a familia de transportadores transmembranares de cassete de ligacéo
de ATP (ABC), também chamados de proteinas de resisténcia associada
a multidrogas (MRP). Esses transportadores sdo capazes de conferir
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protecdo a exposicdo a xenobidticos potencialmente nocivos e estdo
localizados na superficie apical do sinciciotrofoblasto e no endotélio dos
capilares das vilosidades a termo. Além do efluxo de uma ampla gama
de compostos organicos anibnicos, fazem o transporte de uma série de
substratos endogenos, como lipidios, ester6is e nucleotideos. Os
transportadores ABC também conferem protecdo celular aos efeitos
nocivos do estresse oxidativo. Um exemplo é o ABCC1/ MRP1, que
além de ser um importante transportador de glutationa reduzida e
oxidada, faz o transporte de anions organicos conjugados a glutationa,
glicuronideo e sulfato (AYE e KEELAN, 2013; BURTON e FOWDEN,
2015).

2.1.3 Alteracdes fisioldgicas na gestante

Durante a gestacdo o organismo feminino é submetido a
profundas modificacOes e adaptacBes para conseguir suportar 0 aumento
das exigéncias fisicas e metabdlicas deste periodo. Diversos sistemas
sofrem adaptagBes fisiologicas importantes, como o sistema
cardiovascular, respiratorio, hematoldgico, renal, gastrointestinal e
endécrino (TAN e TAN, 2013).

Na gesta¢do, ocorre um aumento do volume sanguineo que leva a
um aumento do retorno sanguineo ao coracdo. Simultaneamente, ha
uma diminui¢do no retorno venoso devido a vasodilatacdo, resultando
no aumento, em torno de 20-30%, da frequéncia cardiaca. Ocorre um
aumento no fluxo sanguineo para pele, rins e seios, e 0 fluxo sanguineo
para o Utero e a placenta constitui até 25% do débito cardiaco. Sendo
assim, o aumento do débito cardiaco na gestacdo é importante para a
gestante acompanhar o aumento do consumo basal de oxigénio e para o
desenvolvimento fetal (TAN e TAN, 2013).

O consumo de oxigénio aumenta em torno 30% e a taxa
metabdlica aumenta em torno de 15% na gestacdo. A progesterona leva
a hiperventilacdo, sendo a dispneia observada em 60 a 70% das
gestantes normais com 30 semanas de gestacdo. As alteracBes da
fisiologia respiratéria da gestante resultam em maior pressdo parcial de
oxigénio no sangue arterial (PaO,) que facilita a transferéncia de
oxigénio da circulagdo materna para fetal, e menor presséo parcial de
dioxido de carbono no sangue arterial (PaCO,) facilitando a
transferéncia de didxido de carbono na diregdo inversa. Com a
diminuicdo da PaCO, na circulacdo materna, ocorre um estado de
alcalose respiratéria que é compensado pelo aumento na excrecdo de
bicarbonato, garantindo a manutencéo do pH materno na faixa de 7,40 a
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7,45. As concentraces mais baixas de bicarbonato também alteram a
curva de dissociagdo do oxigénio, facilitando a transferéncia para a
circulacdo fetal, através da diminuicdo da afinidade da hemoglobina
materna pelo oxigénio (TAN e TAN, 2013).

Durante a gestacdo, o volume sanguineo materno aumenta em
torno de 10 a 15% com 7 semanas, atingindo o pico em torno de 30 a 34
semanas. O aumento do volume plasmatico de 30 a 50% ¢
acompanhado pelo aumento desproporcional, de 18 a 25%, na producéo
de gldbulos vermelhos, resultando em anemia dilucional. O aumento do
volume plasmatico e a queda na viscosidade sanguinea sdo importantes
para aumentar o fluxo sanguineo em 6rgdos como o Gtero e 0s rins, além
de ser um mecanismo adaptativo a perda de sangue durante o parto. Os
estoques de ferro materno sdo transferidos para feto, com queda da
hemoglobina & medida que a gestagdo avanca, mais notavel entre 30 e
34 semanas de gestacdo, com o0 hematdcrito (32-34%) na gestante
sempre menor em comparagdo a mulher ndo gestante. Além das
alteracOes na série vermelha, ocorre também um aumento na contagem
de leucocitos, mediada por adrenocorticéide, com variagao na proporgdo
relativa das subclasses de linfécitos T no decorrer da gestacdo
(SCHOBER et al., 2012; TAN e TAN, 2013; SOMA-PILLAY et al.,
2016).

O datero aumentado desloca os rins em direcdo ceféalica. A
combinacdo dos efeitos da progesterona e da compressdo dos ureteres
na cavidade pélvica, a partir do primeiro trimestre, resulta em uma
dilatacdo do sistema de coleta renal. Estas mudancas levam a estase
urindria que aumenta a incidéncia de infeccdes do trato urinario,
nefrolitiase e pielonefrite na gestacdo. Ao mesmo tempo, hd uma perda
da firmeza muscular da bexiga, aumentando a frequéncia urinaria. Estes
sintomas estdo mais presentes no terceiro trimestre a medida que a
cabeca fetal se encaixa na pélvis. Ocorre uma dilatacdo vascular renal
em decorréncia da vasodilatacdo sistémica, com consequente aumento
na taxa de filtragdo glomerular (TFG), de 40 a 50% no final do primeiro
trimestre, mantida até 36 semanas de gestacdo. O aumento da TFG,
juntamente com mudancas na seletividade de carga da membrana
glomerular, leva ao aumento da excrecdo urindria de proteina e
albumina. O aumento nos niveis de estradiol ativa o sistema renina-
angiotensina-aldosterona, levando a um aumento da reabsor¢&o de sodio
e da retencdo de &gua nos rins. Isto gera o estado hipervolémico e hipo-
osmolar caracteristico da gestacdo que ajuda a sustentar o aumento do
volume plasméatico na vasculatura sistémica dilatada (TAN e TAN,
2013; SOMA-PILLAY etal., 2016).
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Com o avanco do crescimento uterino no decorrer da gestacdo, 0s
orgdos digestivos, sdo deslocados. Em conjunto com o deslocamento
mecanico do intestino e estomago, concentracdes elevadas de
progesterona contribuem para esvaziamento gastrico tardio e para a
reducdo da contratilidade do esfincter esofagico. Ocorre também o
aumento da producdo placentaria de gastrina, levando ao aumento da
acidez gastrica. Estas alteracBes conferem, em até 50% das mulheres
gravidas, a sensacdo de inchago e constipacdo, nauseas e vomitos; além
da incidéncia de esofagite por refluxo e sintomas de azia, em 50 a 80%
das parturientes (TAN e TAN, 2013).

No primeiro trimestre, a hiperémese gravidica pode estar
associada a elevacdo da concentracdo de tiroxina livre (T4L) e
supressdo da tireotrofina (TSH), configurando um hipertireoidismo
bioguimico. A elevagdo da gonadrotrofina coridnica humana (HCG) no
primeiro trimestre, resulta na diminuicdo transitéria da liberacdo do
TSH pela hipdfise anterior, em decorréncia da atividade tireotrépica do
HCG. Isto ocorre devido a semelhanca estrutural entre os dois
horménios. As concentragbes circulantes de tiroxina (T4) e
triiodotironina (T3) total aumentam pelo estimulo do estrogénio a
sintese hepatica de globulina de ligagcdo a tiroxina. No entanto, as
concentragBes de T4 e T3 livres permanecem inalteradas no decorrer da
gestacdo (TAN e TAN, 2013).

O embrido secreta ativamente HCG durante o processo de
implantacdo, podendo ser detectada no soro materno a partir do 8° dia
apos a fecundacdo. O HCG tem a funcdo de prolongar a atividade
hormonal do corpo lGteo, para a manutencdo da producdo de
progesterona, mantendo assim o endométrio gestacional. Durante a
progressdo da implantacdo, o embrido inicia a producado de esteréides. A
manutencdo bem sucedida da gestagdo depende da tolerdncia materna ao
feto. Para manter e proteger a gravidez da rejeicdo imunolégica, ocorre
a biosintese materna de esterdides e proteinas pela decidua. O HCG e a
progesterona secretados pelo embrido, juntamente com o cortisol
produzido pela decidua, agem em combinacao para suprimir a resposta
imune materna (FELDT-RASMUSSEN e MATHIESEN, 2011;
OLUWATAYO et al., 2016).

A placenta € um importante 6rgdo enddcrino e os hormonios
secretados por ela influenciam diretamente o comportamento e a
fisiologia da gestante. Enquanto que no inicio da gestacdo h&a um
estimulo para a ingestdo de alimentos e armazenamento de energia, ao
final, as reservas armazenadas sdo requeridas para dar suporte ao
crescimento fetal e a lactacdo. Os hormdnios lactogénio placentarios
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(hPL), horménio de crescimento placentario (hGH), estrogénio e
progesterona tem um importante papel nesta regulacdo. Apds a sexta
semana de gestacio ha um aumento na producdo de estrogénio,
progesterona e hPL pela placenta. Tanto o hPL quanto a progesterona
sdo estimulantes do apetite, levando a um aumento na ingestdo de
alimentos pela gestante durante o primeiro trimestre, quando as
demandas metabdlicas do embrido ainda séo relativamente baixas. O
resultando é a deposicdo de gordura e a perda dos mecanismos
homeostaticos normais que regulam o equilibrio energético. H4 uma
diminuicdo do catabolismo do tecido adiposo em decorréncia do
aumento dos niveis de triglicerideos pelo aumento da sintese hepética e
diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase. Existe um aumento nos
niveis séricos de colesterol e triglicerideos. O aumento de triglicerideos
satisfaz as necessidades energéticas da mée, poupando a glicose para o
feto. As concentragdes do colesterol de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) também aumentam, chegando a 50% a termo. Este aumento é
importante para a esteroidogénese placentaria. O estrogénio, além de
estimular o aumento da absor¢do do LDL colesterol para a produgéo de
esterdides placentarios, aumenta o fluxo sanguineo uteroplacentario e
prepara 0s seios para a lactacdo, através do aumento da sintese e
secrecdo de prolactina (NEWBERN e FREEMARK, 2011; BURTON e
FOWDEN, 2015; SOMA-PILLAY et al., 2016).

Durante a gestagdo o hormbénio de crescimento (GH),
normalmente secretado pela pituitaria, é substituido pelo hormdnio de
crescimento placentario (hGH), de modo que o GH néo é detectado na
circulacdo materna apés 24 semanas de gestacdo. Em contraste, o hGH
aumenta rapidamente apds a metade da gestacdo, atingindo a maxima
concentracdo entre 34 e 37 semanas. Ndo sdo detectadas concentracdes
deste hormdnio na circulacdo fetal, sugerindo que as a¢bes do hGH
estdo restritas aos tecidos maternos e uteroplacentarios. A presenca
aumentada do hGH na metade da gestagdo parece ser o principal fator de
resisténcia a insulina materna, além do aumento do cortisol livre, TNF-a
e progesterona que diminuem a acdo da insulina no tecido adiposo e
musculo esquelético, diminuindo a sensibilidade a insulina materna. A
secrecdo do hGH é regulada pelo tamanho placentério e pela glicemia
materna, com 0 jejum e a hipoglicemia estimulando a produgdo deste
hormdnio. A glicose é o principal substrato para o metabolismo
placentério e fetal, e atravessa a placenta por difusdo facilitada, sendo o
fluxo para o feto, criticamente dependente do gradiente de concentracéo.
O hGH tem funcéo antagonista & insulina e prejudica a utilizacdo da
glicose pela gestante. Essa privacdo de glicose, gera um loop de
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feedback com continua estimulacdo de liberacdo de hGH, garantindo o
fornecimento constante de nutrientes para o feto (NEWBERN e
FREEMARK, 2011; BURTON e FOWDEN, 2015).

2.2 MALFORMACOES

As malformagdes congénitas, também chamadas de defeitos
congénitos, distirbios congénitos ou anomalias congénitas, podem ser
definidas como anomalias estruturais ou funcionais que ocorrem durante
a vida intrauterina, identificadas antes ou ap6s o nascimento. Um ou
mais fatores genéticos, infecciosos, nutricionais ou ambientais podem
estar associados as anomalias congénitas, sendo muitas vezes dificil
identificar as causas exatas. Com isso, aproximadamente 50% de todas
as anomalias congénitas ndo tem a causa conhecida (WHO, 2018).

O diabetes mellitus pré-gestacional aumenta em 3 a 5 vezes a
chance de malformacdo congénita. No entanto, as gestantes que
desenvolveram diabetes mellitus durante a gestagdo ndo apresentam o
mesmo risco aumentado, uma vez que geralmente esta condi¢do se
instala apds a 202 semana de gestacdo, quando a embriogénese ji esta
completa (WU et al., 2012; CLAPES et al., 2013). A embriopatia
diabética faz parte dos 50% dos casos em que se conhece a causa da
malformagdo. Com isso, estudos em modelos animais foram realizados
para melhorar o entendimento dos mecanismos envolvidos. Um dos
objetivos é elaborar estratégias para reduzir as malformacfes por
embriopatia diabética ou por outras causas que envolvam mecanismos
similares. Uma das dificuldades encontradas na tentativa de reduzir
esses casos € que os defeitos congénitos ocorrem durante o estagio
embrionario (primeiras oito semanas ap6s a fecundacdo — figura 1),
periodo em que a maioria das mulheres ainda desconhece a gravidez.
Diversos 6rgaos fetais podem ser afetados por esta condi¢do materna, no
entanto, malformagdes do SNC e cardiovascular sdo as mais frequentes,
ocorrendo em consequéncia de um déficit na migracdo e sobrevivéncia
das células da crista neural envolvidas na formacdo destes sistemas
(LOEKEN, 2004; CLAPES et al., 2013).

A susceptibilidade genética a doenca é representada por fatores
genéticos determinantes e fatores genéticos de susceptibilidade. Os
fatores determinantes indicam se o individuo ird ou ndo desenvolver
determinada doenga, e os fatores de susceptibilidade ndo séo
determinantes, mas podem aumentar a susceptibilidade a determinada
doencga. Diferentes fatores genéticos, como dele¢des, duplicacGes ou
mutacles de genes, foram associados aos defeitos congénitos cardiacos
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e do tubo neural em embriGes de maes diabéticas. Por exemplo, a
variagdo genética no locus HIF-1a em camundongo pode influenciar o
risco de malformacéo, com a exposicdo ao ambiente intrauterino de mée
diabética aumentando as chances de defeitos cardiacos nos embribes
heterozigotos nulos para HIF-1a. Sugere-se a heranca multifatorial, com
0 envolvimento de diferentes genes de susceptibilidade e diferentes
mutacBes sobrepostas em ambientes desfavoraveis (ORNOY et al.,
2015).

Nos Ultimos 50 anos, houve um aumento nas opg¢des de triagem
pré-natal de defeitos congénitos e aneuploidias cromossdémicas, sendo a
ultrassonografia parte importante desta evolugdo. O uso de imagens de
ultrassom durante o pré-natal pode auxiliar na avaliagcdo do risco para
certas aneuploidias cromossdmicas e sindromes genéticas, com 0s
defeitos graves, na maioria dos casos, sendo detectados antes dos
menores. A gravidade das malformacdes detectadas traz grande impacto
no diagndstico pré-natal das malformagdes, com especial relevancia nos
paises onde apenas apds o conhecimento da viabilidade fetal, a
interrupcdo da gravidez é autorizada por lei (RAO e PLATT, 2016;
TODROS et al., 2001).

As anomalias cromossémicas mais comumente encontradas sdo
Trissomias 21, 18, 13 e Sindrome de Turner (45,X). Além disso,
anomalias cardiacas, neuroldgicas, gastrointestinais e genitourinarias
também podem ser detectadas por ultrassonografia, 0 que pode ser uma
fonte de morbidade perinatal consideravel (RAO e PLATT, 2016). A
seguir, serdo abordados os tipos de malformacdes fetais e as sindromes
genéticas mais frequentes.

2.2.1 Tipos de malformactes

A malformacéo cardiaca congénita (figura 4a) € a principal causa
de morbidade e mortalidade entre os recém-nascidos, presente em 2 a
6,5 casos a cada 1000 nascidos vivos. A maior parte das cardiopatias
congénitas estruturais descritas na vida pos-natal é detectada entre 18 e
22 semanas de vida intrauterina, através da ultrassonografia cardiaca
fetal. Acredita-se que os defeitos cardiacos congénitos sejam causados
por anormalidades ambientais, genéticas e cromossdmicas, por
exemplo, a exposicdo materna a teratdgeno, distirbio metabélico
materno, defeito cardiaco congénito em familiares, deficiéncia de &cido
félico e autoanticorpos. Ha uma forte associacéo entre a presenca de
doenca cardiaca fetal, anormalidades extracardiacas e aneuploidias. As
anormalidades extracardiacas estdo associadas em 25% dos casos. Em
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torno de 17 a 48% dos fetos com cardiopatia congénita estrutural
apresentam anormalidades cromossémicas. Porém, apenas 5 a 10% dos
lactentes com doenca cardiaca congénita sdo cromossomicamente
anormais, provavelmente devido a tendéncia de perda espontanea fetal
(TODROS et al., 2001; RAJIAH et al., 2011).

Figura 4- Ultrassons fetais indicando diferentes malformagdes congénitas.

s = ) - = . 4 =
a: malformacdo cardiaca — defeito do septo ventricular — visdo das quatro
camaras cardiacas mostra pequeno defeito (seta) na por¢do de entrada do septo
interventricular (ponta de seta); b: defeito do tubo neural — espinha bifida; c:
defeito da parede abdominal - onfalocele; d: higroma cistico (seta) (head:
cabeca); e: hidropsia fetal — edema subcutaneo (seta), ascite (*) e efuséo pleural
(+); f: translucéncia nucal - os asteriscos delineiam a translucidez nucal anormal
(NT: 4,39 mm); RA: atrio direito; RV: ventriculo direito; LA: atrio esquerdo;
LV: ventriculo esquerdo.
Fonte: Rajiah e colaboradores (2011); Gongalves e colaboradores (2017);
Neural... (2017); Leinart e Jeanty (2017); Ob-Gyn (2018); Castagno e
colaboradores (2007); Rao e Platt (2016).

Os defeitos no tubo neural também ocorrem em muitas sindromes
e distarbios cromossémicos. A falha de fechamento do tubo neural pode
levar a anencefalia (auséncia total ou parcial do encéfalo), encefalocele
(herniacdo de tecido e/ou meninges cerebrais através de uma fissura no
cranio) ou espinha bifida (defeito no fechamento vertebral ao longo da
linha média) (figura 4b). A incidéncia destes tipos de defeitos reduz com
a utilizacdo de suplementos vitaminicos contendo acido félico durante o
periodo periconcepcional. A anencefalia pode ser detectada por
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ultrassom a partir de 12 semanas de gestacdo e espinha bifida de 16 a 20
semanas. Os anencefalicos nascidos vivos geralmente morrem em horas
ou dias (VERITY et al., 2003; JOO et al., 2007).

Os defeitos mais comuns da parede abdominal sdo a onfalocele e
a gastrosquise (figura 4c). Na onfalocele, ocorre a extrusdo das visceras
abdominais, devido a um defeito da parede abdominal média. Nesse
caso, as visceras abdominais sdo cobertas por um saco membranoso na
base do corddo umbilical. Na gastrosquise, ocorre a herniacdo do
intestino e por vezes também do trato urogenital, sem membrana
circundante na cavidade amniética, devido a um defeito na parede
abdominal anterior, tipicamente localizado a direita do anel umbilical
(STOLL etal., 2008).

Os higromas cisticos sdo malformacGes congénitas do sistema
linfatico, apresentando-se normalmente como uma massa indolor. O
diagnostico pré-natal do higroma cistico com ultrassom estd bem
documentado na literatura (figura 4d). Em cerca de 80% dos casos, a
localizagdo dos higromas cisticos € a regido cérvico-facial, podendo ser
encontrado na axila, mediastino, retroperitoneo, visceras abdominais,
virilha, 0ssos e escroto. Em cerca de 62% dos casos, o feto com higroma
cistico pode estar associado a outras anomalias, como a sindrome de
Turner, sindrome de Down, trissomia 18 e trissomia 13 (MIRZA et al.,
2010).

A hidropisia fetal pode ser definida como um actmulo anormal
de liquido em duas ou mais areas do corpo fetal, como ascite, derrame
pleural, derrame pericardico e edema da pele, sendo facilmente
reconhecida por ultrassom (figura 4€). A hidropisia pode resultar de um
grande nimero de causas, incluindo anomalia cardiaca e ndo cardiaca,
sindromes, aneuploidia, infeccdo congénita e outras condi¢bes (YEOM
etal., 2015).

A translucéncia nucal (figura 4f) é caracterizada por um acimulo
subcutaneo de liquido atrés do pescoco do feto, visivel por ultrassom até
15 semanas de gestacdo e medida através do comprimento do tecido
nucal fetal, vista lateral. Este espaco estd presente em todos os fetos e
faz parte do desenvolvimento normal. No entanto, o alargamento da
medida da traslucéncia nucal esta associado a anomalias estruturais e
sindromes genéticas, levando a um maior risco de aborto e morte fetal
intrauterina. Na maioria dos casos, é recomendada a realizacdo de
amniocentese para uma melhor ideia do diagndstico. Nos casos em que
0 caridtipo apresenta-se normal e ndo sdo encontradas outras alteracdes
fetais, a chance de um desfecho normal é alta e ndo € diferente da
populagdo geral (BAKKER et al., 2014; HIXSON et al., 2015).
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2.2.2 Sindromes genéticas

Os seres humanos sao diploides, com 23 pares de cromossomos,
totalizando 46 cromossomos por célula. Os gametas (espermatozéides e
odcitos), formados durante a meiose, sdo haploides, cada um contendo
23 cromossomos isolados por célula. A combinacdo de gametas
haploides maternos e paternos, apds a fecundacéo, resulta novamente
em uma célula diploide com 23 pares de cromossomos, ou 46
cromossomos no total. Erros no processo de segregacdo meidtica, como
mostrado na figura 5, levam a aberragGes cromossdmicas (HIXSON et
al., 2015).

A presenca de um cromossomo 21 extra, conhecida como
sindrome de Down (SD), ocorre em cerca de 1 em cada 800 recém-
nascidos. E uma condicdo cromossdmica que estd associada a
deficiéncia intelectual, aparéncia facial caracteristica e tbnus muscular
fraco (hipotonia) na infancia. Pessoas com SD podem ter uma variedade
de defeitos congénitos, sendo que cerca de metade nasce com algum
defeito cardiaco. Anormalidades digestivas, como um bloqueio do
intestino, também podem ocorrer, mas sd0 menos comuns. A maioria
dos casos de SD ndo sdo herdados. A anormalidade cromossdmica
ocorre como um evento aleatério durante a formacdo de células
reprodutivas em um dos pais. Em 95% dos casos ocorre um erro na
meiose | ou I, normalmente de origem materna. Uma célula reprodutora
com um ndmero anormal de cromossomos €é o resultado de um erro de
segregacdo na divisdo celular, como descrito anteriormente, chamado
ndo-disjuncdo. Por exemplo, se um o6cito ou espermatozoéide receber
uma coOpia extra do cromossomo 21 e uma dessas células reprodutivas
atipicas contribuir para a constituicdo genética de uma crianca, a crianca
tera um cromossomo 21 extra (FINTELMAN-RODRIGUES et al.,
2009; NIH, 2018a).

A sindrome da trissomia do cromossomo 18 ou sindrome de
Edwards é a segunda sindrome de trissomia dos autossomos mais
comum. A prevaléncia é estimada em 1 para 6000 a 8000 nascidos
vivos, mas a prevaléncia global € maior, aproximadamente 1 para 2600.
Essa diferenca ocorre devido a alta frequéncia de perda fetal e
interrupcdo da gravidez apds o diagnostico pré-natal. Atualmente, a
maioria dos casos de trissomia 18 é diagnosticada no pré-natal.
Diferentes anomalias observadas na ecografia podem estar associadas a
esta sindrome, como aumento na espessura da translucéncia nucal,
retardamento do crescimento, cisto de plexo coroide (acimulo de
liguido na regido do plexo coroide cerebral, area responsavel pela
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producdo de liquido cefalorraquidiano), sobreposicdo de dedos e
malformaces cardiacas congénitas. A probabilidade de sobrevivéncia
apo6s 0 nascimento com esta aneuploidia é extremamente baixa, com
apenas cerca de 5 a 10% das criancas vivendo além do primeiro ano de
vida (CEREDA e CAREY, 2012).

Figura 5- AberragBes cromossémicas em decorréncia de erros de segregagdo na
meiose.

Meiose
normal

Erro na
meiose

Monossomia Trissomia

Erros no processo de segregacdo meidtica levam a aberragBes cromossdmicas,
exemplificadas na figura como monossomia e trissomia.
Fonte: adaptado de Hixson e colaboradores (2015).

A trissomia do 13 ou sindrome de Patau, ocorre em
aproximadamente 1 para 16000 nascidos vivos anualmente no mundo.
Esta associada com deficiéncia mental grave e anormalidades fisicas em
muitas partes do corpo, sendo que muitas criangas morrem em dias ou
poucas semanas de vida e apenas 5 a 10% vivem além do primeiro ano
com esta condicdo. Diferentes tipos de anomalias podem ser observadas
nestes individuos, como defeitos cardiacos, anormalidades do cérebro
ou medula espinhal, olhos pequenos ou pouco desenvolvidos
(microftalmia), dedos extras dos pés ou das maos, abertura labial (labio
leporino) com ou sem abertura do céu da boca (fenda palatina) e tonus
muscular fraco (hipotonia) (NIH, 2018b).
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A sindrome de Turner (ST) é uma grave anomalia dos
Cromossomos sexuais, em que, na maioria dos casos, o paciente do sexo
feminino apresenta cariétipo 45,X. Em alguns casos, apenas uma parte
do cromossomo X estd faltando. Assim como na SD, a maioria dos
casos de ST ndo sdo herdados. Nos casos de monossomia do X, ocorre
uma nao disjuncdo na divisdo meidtica, com perda de um cromossomo
X em determinada célula (espermatozoide ou 06cito), que ao fazer parte
da formacao do zigoto, gera um embrido com ST. Aborto espontaneo de
fetos com ST é muito comum, sendo que apenas 1% destas gestacdes
resulta em nascido vivo. ST é uma condigdo cromossdmica que afeta o
desenvolvimento em mulheres, sendo que de um tergo, a metade destes
individuos nasce com algum defeito cardiaco (NIH, 2018c; HIXSON et
al., 2015).

2.3 LIQUIDO AMNIOTICO

O liquido amnidtico (LA) é um meio complexo e dindmico que
muda a medida que a gestacdo progride. Desempenha um importante
papel protetor ao fornecer amortecimento mecanico, como uma
almofada protetora, e permitir o movimento fetal, além de conter
nutrientes e fatores de crescimento que auxiliam o crescimento fetal
(UNDERWOOD et al., 2005).

A agua do LA vem originalmente do plasma materno e passa
através das membranas fetais com base nas forcas hidrostaticas e
osméticas. Com o desenvolvimento da placenta e dos vasos fetais, a
agua e o soluto do plasma materno passam através da placenta para o
feto e depois para 0 LA. Ocorre um aumento no volume de liquido
amniotico, aproximadamente, de 25 mL em 10 semanas, para 400 mL
em 20 semanas, atingindo 800 mL em 28 semanas de gestacdo. Na
oitava semana de gestacdo os rins fetais produzem urina e pouco depois
comeca a degluticdo fetal. Porém até a segunda metade da gravidez nem
a urina fetal nem a degluticdo contribuem significativamente para o
conteido ou volume de LA. A queratinizagdo da pele fetal comeca entre
a décima nona e vigésima semana de gestacdo e geralmente estd
completa na vigésima quinta semana, quando a relagdo entre o tamanho
fetal e 0 volume de LA ndo é mais linear (UNDERWOOD et al., 2005).

Depois que a pele fetal é totalmente queratinizada, o volume de
LA ¢ determinado por fatores que compreendem a circulagdo do LA,
sendo identificadas vias de troca entre o0 espago amnidtico e os tecidos
circundantes. A producdo de LA é predominantemente realizada por
excrecdo de urina fetal e a secrecdo de fluidos orais, nasais, traqueais e
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pulmonares; e a remoc¢do por degluticdo fetal (UNDERWOOD et al.,
2005).

Polidramnio é o termo usado para descrever um excesso de
liquido amniético (1500 a 2000 mL), enquanto oligodramnio refere-se a
diminuicdo da quantidade (menos que 400 mL). Ambas as condicgdes
estdo associadas a um aumento na incidéncia de defeitos de nascimento
(SHIPP et al., 1996; DASHE et al., 2002).

A coleta do liquido amnidtico ou amniocentese (figura 6) é
geralmente realizada entre 16 e 28 semanas de gestacdo. Sob a
orientagdo de imagens de ultrassom, uma agulha é usada para aspirar
aproximadamente 20 mL de liquido amniético. Como o liquido
amniotico esta diretamente em contato com o feto (orofaringe, pulméo,
trato gastrointestinal, pele e sistema urinario), o cariotipo realizado a
partir deste tipo de amostra é considerado “padrdo-ouro™ nos testes de
aneuploidia fetal devido & alta sensibilidade e risco relativamente baixo
(SLONIM et al., 2009; HIXSON et al, 2015). A pesquisa de
anormalidades cromossémicas no liquido amni6tico confere
informacGes clinicas preciosas, permitindo que os médicos e pais
estejam preparados para oferecer 0s cuidados necessarios ao bebe
(HATTORI et al., 2015).

O cari6tipo refere-se ao conjunto completo de cromossomos em
um organismo (figura 7). As células fetais flutuantes no liquido
amniotico sdo colocadas em cultura de longa duracdo. Ap6s 10 a 15 dias
de cultura é acrescentada a colchicina, para impedir a formacédo do fuso
acromatico, estagnando as divisdes celulares na metafase. A metafase é
a etapa em que 0s cromossomos estdo mais individualizados e
condensados, mais apropriada para a analise do cari6tipo. Em seguida, é
feito o processo de colheita e a substituicdo do meio por uma solugédo
hiposmética, com subsequente fixacdo das células. Algumas gotas desta
suspencgdo sdo colocadas em laminas de microscopia, que sdo tratadas
com a enzima tripsina e coradas com Giemsa para permitir o
bandeamento (técnica da banda GTG) e a identificacdo dos
cromossomos. Os cromossomos sdo identificados e agrupados aos pares
de acordo com caracteristicas como tamanho e bandeamento, permitindo
avaliagdo de anormalidades tanto numéricas quanto estruturais
(HIXSON et al., 2015; GUS, 2011).

Outro exame realizado a partir da amostra de liquido amniético é
a dosagem de alfafetoproteina (AFP). A alfafetoproteina (AFP) é uma
glicoproteina plasmatica sintetizada primeiramente pela vesicula
umbilical embrionaria, depois pelo trato gastrointestinal e, finalmente,
pelo figado fetal. No feto, a concentragdo de AFP atinge o pico sérico ao
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final do primeiro trimestre, declinando exponencialmente entre 14 e 32
semanas de gestacdo, devido a expansdo do volume sanguineo e a
diminuicdo da sintese desta proteina. A AFP é excretada para o liquido
amniotico através da urina fetal. Desta forma, o padrdo de concentracdo
da AFP no LA, de acordo com a idade gestacional, é semelhante a
concentracdo de AFP no soro fetal. A AFP atinge a circulagdo materna
por uma combinacdo de difusdo transplacentaria e transaminidtica.
Diferentemente do padréo de AFP encontrado no LA e no soro fetal, a
concentracdo de AFP no soro materno atinge o pico entre 28 e 32
semanas de gestacdo (WYSZYNSKI, 2005).

Figura 6- Coleta de liquido amnidtico.

Eauinamento de ultrassom

Fluido amniético

Fatn

z i D s
Uma agulha, guiada com o auxilio de imagens de ultrassom, é utilizada para
aspirar aproximadamente 20 mL de liquido amniético. A amostra coletada pode
ser utilizada para a realizagdo de diferentes exames, como o cariétipo fetal e a
dosagem de alfafetoproteina.
Fonte: adaptado de Sacks e colaboradores (2015).

As concentracdes de AFP podem estar elevadas em diferentes
condiges fetais, como nos defeitos de fechamento do tubo neural
(NTD) (anencefalia, espinha bifida e encefalocele) em que ocorre a
passagem de AFP como um transudato através de membranas e
superficie de vasos sanguineos fetais expostos; nas situagdes em que
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ocorre a passagem de proteinas plasmaticas fetais para o LA através da
pele (hidropsia fetal, defeitos da parede abdominal e cistos); digestdo
alterada da AFP (atresia esofagica, duodenal ou intestinal); onfalocele
ou gastrosquise; rins defeituosos; dentre outras (PALOMAKI et al.,
1988; MAESTRI et al., 1998; WYSZYNSKI, 2005).

Figura 7- Cari6tipo fetal 46,XY.
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Os cromossomos de um individuo séo agrupados de acordo com o tamanho e
padrdo de bandeamento (banda GTG), permitindo a identificagdo de possiveis
anomalias cromossémicas.

Fonte: do autor.

Os valores de AFP sdo usualmente expressos em Multiplos de
Mediana (MoM). O MoM ¢é o valor observado dividido pelo valor
esperado para determinada idade gestacional. Usualmente valores acima
de 2,0 a 2,5 séo considerados anormais (WYSZYNSKI, 2005).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo pode ser definido como uma alteragcdo no
equilibrio pré-oxidante/antioxidante em favor dos pro-oxidantes que
leva ao dano potencial. O balango pré-oxidante/antioxidante pode ser
alterado pelo aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e/ou espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), ou uma diminuicao
dos mecanismos de defesa antioxidante. O termo coletivo EROs inclue
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tanto espécies radicais como ndo-radicais de oxigénio que sdo agentes
oxidantes e/ou sdo facilmente convertidos em radicais. O termo ERNs
também é um termo coletivo que inclui espécies radicais e ndo-radicais
de nitrogénio (figura 8) (CASANUEVA e VITERI, 2003;
HALLIWELL, 2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Figura 8- Espécies reativas.
Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Radicais N&o radicais

Superéxido, O, Per6xido de Hidrogénio, H,0,
Hidroxil, *OH Acido Hipocloroso, HCIO
Peroxil, RO,* Acido Hipobromoso, HBrO
Alcoxil, RO*® Ozonio, O3

Hidroperoxil, HO,* Oxigénio Singlete, 10,

Espécies reativas de nitrogénio (ERNSs)

Radicais Na&o radicais
Oxido Nitrico (monéxido de nitrogénio), NO*® Acido nitroso, HNO,
Dio6xido de Nitrogénio, NO,* Cétion Nitrosil, NO;

Anion Nitroxil, NO,
Dinitrogénio tetroxido, N,O4
Dinitrogénio triéxido, N,O
Peroxinitrito, ONOO,

Acido Peroxinitroso, ONOOH
Cation Nitronium (nitril), NO,

(ex. como cloreto de nitrila, NO,CI)
Alquil peroxinitrito, ROONO

Fonte: adaptado de Halliwell (2001).

Os radicais livres sdo espécies capazes de existir
independentemente (dai o termo “livre”) formadas a partir de um ou
mais elétrons ndo emparelhados na camada externa do atomo. Os
elétrons ndo emparelhados sdo aqueles que estdo sozinhos em um orbital
e sdo responsaveis pela baixa estabilidade e alta reatividade dos radicais
livres. Geralmente os elétrons estdo associados aos pares na estrutura de
atomos e moléculas, com cada elétron tendo um nimero quantico de
rotacdo (spin) +1/2 e -1/2. Os valores de spin opostos dos dois elétrons
no mesmo orbital garantem a estabilidade do sistema, pois cada elétron
gira ao redor do préprio eixo, um em cada sentido, permitindo que o
magnetismo de cada um seja anulado (HALLIWELL, 2001;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).
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As EROs podem ser geradas a partir de fontes enddgenas ou
exogenas. As fontes enddgenas de EROs incluem mitocondrias,
peroxissomas e reticulo endoplasmatico, locais com elevado consumo
de oxigénio. A maioria das EROs sdo derivadas da mitocéndria, com o
anion superéxido (O,") sendo gerado na cadeia transportadora de
elétrons através da adicdo de 1 elétron ao oxigénio molecular. Cerca de
1 a 3% dos elétrons, da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial,
em vez de reduzirem o oxigénio em agua (processo normal), escapam e
produzem O,*. O 0,* e o H,0,, relativamente pouco reativos, ao
interagirem com ferro ou cobre geram o *OH. O *OH é a ERO mais
reativa, podendo danificar proteinas, lipidios e DNA (BIRBEN et al.,
2012; PHANIENDRA et al., 2015).

As fontes exdgenas incluem fumo, hiperdxia, exposi¢do ao
o0zbnio, dentre outras. A fumaca do cigarro contém oxidantes, radicais
livres e compostos organicos e a inalagdo desta fumaca no pulmao leva
ao acumulo de neutrdfilos e macrofagos que posteriormente aumentam o
dano oxidativo. A hiperdxia, niveis mais elevados de oxigénio do que a
pressdo parcial normal de oxigénio nos pulmdes ou em outros tecidos
corporais, leva a uma maior produgao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. A exposicdo ao ozonio poder causar peroxidacdo lipidica e
aumento de neutrofilos no epitélio das vias aéreas, e a curto prazo,
causar a liberagdo de mediadores inflamatérios, como a MPO (BIRBEN
etal., 2012).

Diferentes mediadores inflamatérios, como os metabdlitos de
acido araquidénico, citocinas (fator de necrose tumoral, interleucina-1,
interleucina-6) e quimiocinas sdo liberados durante a resposta
inflamatdria. A resposta inflamat6ria é uma resposta inata do organismo
ao dano tecidual, com o intuito de restaurar o tecido a condicdo integra
anterior a lesdo. A resposta inflamatéria aguda envolve uma sequéncia
organizada de eventos, sendo marcada inicialmente pela adesdo dos
neutréfilos ao endotélio vascular. Os leuc6citos migram para o local
lesado, atraidos por mediadores inflamatérios, levando a um aumento da
captacdo de oxigénio e consequente acimulo de EROs no local da lesdo
(REUTER et al., 2010; SERHAN et al., 2010).

A MPO é uma enzima granulocitica sintetizada e secretada por
neutréfilos e mondcitos ativados, e tem um papel importante nas reacdes
inflamatdrias. Esta enzima faz a conversao do H,O,, na presenca de ion
cloreto, em &cido hipocloroso (HCIO) que é altamente oxidativo e
desempenha um papel importante na defesa contra agentes patogénicos.
Apesar dessa importante fungdo, o HCIO também pode causar dano ao
reagir com o DNA e induzir interagbes DNA-proteina, produzir
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produtos de oxidacdo de pirimidina e adicionar cloreto a bases do DNA.
Além disso, a MPO também contribui para o estresse oxidativo por
modificacdo de proteinas através da halogenacdo, carbonilacéo, nitracdo
e ligacdo cruzada de proteinas (BUSS et al., 2000; BIRBEN et al., 2012;
HUNG et al., 2012; SOUBHYE et al., 2016).

Quantidades elevadas de EROs e ERNs geram estresse oxidativo
e nitrosativo respectivamente, levando a possiveis danos as
biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA. A peroxidacdo lipidica
ou reacdo do oxigénio com lipideos insaturados produz uma grande
variedade de produtos de oxidagdo. Os lipidios da membrana,
especialmente os residuos de 4acidos graxos poliinsaturados de
fosfolipidos, sdo mais suscetiveis a oxidacdo por radicais livres,
resultando em perda do funcionamento da membrana. Os principais
produtos primarios da peroxidacdo lipidica sdo os hidroperoxidos
lipidicos (ROOH) e entre os diversos aldeidos que podem ser formados
como produtos secundarios, esta o malondialdeido (MDA). O MDA tem
sido amplamente utilizado como um biomarcador conveniente para a
peroxidacdo lipidica devido a fécil reacdo com o &cido tiobarbitlrico
(TBA). O teste TBARS ¢ baseado na reatividade do TBA com o0 MDA
gerando um cromégeno fluorescente vermelho intensamente corado
(AYALA et al., 2014; PHANIENDRA et al., 2015).

Os aminoacidos, tanto livres como em proteinas, sdo um alvo
para danos oxidativos, que podem ser induzidos por O,*, *OH, radical
peroxil, radical alcoxil, radical hidroperoxil, H,O,, O3, HOCI, oxigénio
singlete e OONO". Os aminoacidos das proteinas ao sofrerem oxidacéo
pelas EROs, formam ligacdes cruzadas de proteina-proteina, com
consequente desnaturacdo e perda de funcéo proteica, perda de atividade
enzimatica, perda de funcdo dos receptores e proteinas de transporte
(PHANIENDRA et al., 2015). A prolina, arginina, lisina e treonina sdo
particularmente vulneraveis a oxidacdo direta das cadeias laterais,
formando grupos carbonil (aldeidos e cetonas) (BURTON e
JAUNIAUX, 2011). As concentracBes plasmaticas de proteina
carbonilada, considerada marcador da oxidacdo proteica mediada por
EROs, podem ser dosadas pelo método de Levine e colaboradores
(1990) que determina o conteldo de carbonil em proteinas
oxidativamente modificadas.

Tanto EROs quanto ERNs podem causar danos oxidativos aos
acidos nucleicos. A ERO mais importante no ataque ao DNA é o radical
*OH, reagindo diretamente com diferentes componentes do DNA, como
reacbes com as bases purina e pirimidina ou com o0s agUcares da
desoxirribose. Os ataques nas porcGes de aglcar podem causar a
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rupturas de cadeias e os ataques a proteinas de histonas podem levar a
ligacGes cruzadas que interferem no dobramento da cromatina, reparo do
DNA e transcricdo. Podendo assim, resultar em mutagdo ou expressao
de gene aberrante (BURTON e JAUNIAUX, 2011). O DNA
mitocondrial, por estar localizado préximo ao local gerador das EROs,
fica mais vulneravel ao ataque de EROs do que o DNA nuclear. A 8-
hidroxi desoxiguanosina (8-OHdG) é considerada um biomarcador do
dano oxidativo ao DNA, com concentragfes mais elevados no DNA
mitocondrial do que no DNA nuclear (PHANIENDRA et al., 2015).

A producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio é
balanceada com sistemas antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos
(figura 9). Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem compostos de
baixo peso molecular, tais como vitaminas (vitaminas C e E), -
caroteno, acido Urico e glutationa reduzida (GSH). A GSH ¢é o principal
antioxidante sollvel e estd presente em todos os compartimentos
celulares. Os principais antioxidantes enzimaticos sdo as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPX). A SOD é de extrema importancia para a célula, pois acelera a
conversao de superdxido em H,0,. A catalase, um tetramero composto
por 4 mondmeros idénticos, cada um dos quais contém um grupo heme
no local ativo, é capaz de reduzir o H,O, em agua e O,. Porém, ainda
mais importantes na reducdo do H,O, e de hidroperdxidos lipidicos sdo
as GPX, uma classe de enzimas tetraméricas que requer selénio para a
acdo. Por meio das GPX, o H,O, é removido através da oxidacdo da
GSH em glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é regenerada em GSH
pela glutationa redutase (GSR) que usa a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) como o doador de elétrons. O
esgotamento da glutationa reduzida ou da glutationa peroxidase esta
associado a reducdo da capacidade antioxidante, resultando em
peroxidacdo de lipidios, DNA e proteinas, acimulo de toxinas e morte
celular (HALLIWELL, 2001; BIRBEN et al., 2012).

O oxigénio, através da geracdo de EROs, causa efeitos
potencialmente prejudiciais para os sistemas biolégicos como citado
anteriormente, porém também participa de fungGes essenciais do
metabolismo celular normal. As EROs e ERNs participam de diversos
processos fisiolégicos como vias de sinalizagdo celular, resposta
mitogénica, regulagdo redox e fun¢do imune. Além disso, 0S processos
biolégicos que dependem de O, e nitrogénio ganharam maior
importancia porque os produtos finais formados a partir deles sdo
geralmente encontrados em estados de altas exigéncias metabolicas, tais
como processos patolégicos ou interagbes ambientais externas
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(BURTON e JAUNIAUX, 2011; AGARWAL et al, 2012;
PHANIENDRA et al., 2015).

Figura 9- Representagdo esquematica da producdo de espécies reativas e
principais vias enzimaticas antioxidantes celulares.
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A producdo de anion superoxido (O,") através da doacdo de elétrons para
oxigénio molecular (O,) inicia a formagdo e propagacdo de EROs, levando a
uma cascata de outras EROs. As células mantém uma variedade de mecanismos
antioxidantes para controlar a produgdo e propagacdo de EROs. As principais
enzimas, superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPX), glutationa redutase (GSR), glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) e
isocitrato desidrogenase (ICDH) representam a rede de defesa contra as
alteragBes induzidas pelo estresse oxidativo e danos aos tecidos. Peroxido de
hidrogénio (H,0,); dgua (H,0); radical hidroxil (*OH); peroxinitrito (ONOO");
oxido nitrico sintase (NOS); 6xido nitrico (NO); glutationa reduzida (GSH);
glutationa oxidada (GSSG); nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida (NADPH); nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidada
(NADP+).

Fonte: adaptado de Al-Gubory (2010).

Durante a gestacdo, o estresse fisiolégico e metabdlico aumenta
devido ao aumento das demandas metabolicas exigidas pelo feto em
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crescimento (BUKHARI et al., 2011). Neste periodo, as mulheres sdo
mais propensas ao estresse oxidativo (CASANUEVA e VITERI, 2003),
uma vez que estudos demonstraram um aumento dos produtos de
oxidacdo lipidica e proteica no periodo gestacional tardio
(ZUSTERZEEL et al., 2000; PATIL et al., 2007; ATIBA et al., 2014).
Hung e colaboradores (2010) relataram que além do aumento de pro-
oxidantes, ocorrem também um aumento das defesas antioxidantes
garantindo o equilibrio fisiolégico. Estudos sugerem que a atividade
inflamatéria leve também est4 envolvida no desenvolvimento de uma
gravidez normal, como o aumento plasmatico de proteina ¢ reativa
(PCR) (FIALOVA et al., 2006), interleucina-6 (IL-6) e aumento
urinario de prostaglandina-F2o (PGF2a) (PALM et al., 2013).

Em revisdo da literatura Agarwal e colaboradores (2012) e
Burton e Jauniaux (2011) reconheceram o papel central do estresse
oxidativo na fisiopatologia de diferentes disturbios, incluindo
complicagfes da gravidez como aborto espontaneo, perda de gravidez
recorrente, pré-eclampsia e de crescimento intra uterino restrito (CIUR).
O estresse oxidativo também foi associado as gestantes com
malformacdo fetal, com diversos estudos em modelos animais
demostrando o envolvimento do estresse oxidativo na malformacéo fetal
relacionada ao diabetes mellitus materno (LOEKEN, 2004). Com os
estudos em modelos animais de diabetes pré-gestacional, Loeken e
colaboradores (2004), em revisdo da literatura, sugeriram que outros
fatores como o uso de medicamento (ex.: talidomida), radiacdo e
deficiéncia de acido fdlico também podem levar ao aumento de estresse
oxidativo em momentos criticos do desenvolvimento, gerando um risco
aumentado no aparecimento dos mesmos defeitos congénitos que
aparecem no diabetes mellitus pré-gestacional.

Com relacdo a embriopatia diabética, uma rede complexa de vias
bioguimicas sdo influenciadas pelo excesso do metabolismo da glicose
no embrido em desenvolvimento em decorréncia da hiperglicemia
materna. Esse ambiente hiperglicémico leva a, pelo menos, trés eventos
inter-relacionadas: alteraces no metabolismo lipidico celular; disfuncéo
mitocondrial com excesso de EROs; ativacdo das cascatas de
sinalizagdo para a morte celular programada (apoptose). A combinagdo
destes eventos pode levar a apoptose celular (REECE, 2012; ORNOY et
al., 2015).
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2.5 INSTABILIDADE GENOMICA

Cada uma das aproximadamente 10 células do corpo humano
recebe diariamente dezenas de milhares de leses no DNA. Estas lesdes
podem bloguear a replicacdo e transcricdo do genoma e, se ndo forem
reparadas ou reparadas incorretamente, levam a mutag6es ou aberragdes
do genoma, ameagando a viabilidade celular ou do organismo. Dano ao
DNA pode ser causado por EROs, que ao atacar o DNA, podem
prejudicar o pareamento de bases e a transcri¢do e replicacdo do DNA,
levar a perda de base ou a quebras de fita simples de DNA (JACKSON
e BARTEK, 2009).

Estas lesdes ao DNA podem conduzir a formacédo de rupturas de
fita simples (SSBs) ou de fita dupla (DSBs). O reparo do DNA é
extremamente importante na manutengdo da integridade dos
organismos, garantindo a estabilidade gendmica. As SSBs podem ser
reparadas pela via de reparo por excisdo de bases ou via de reparo por
excisdo de nucleotideos, sendo a leséo removida e a sequéncia do DNA
original restaurada pela enzima DNA polimerase, utilizando a fita ndo
danificada como molde. As DSBs sdo lesfes citotdxicas, que se
deixadas sem reparo poderiam levar a instabilidade gendmica, cancer e
até mesmo morte celular. Sdo les6es mais perigosas, ja que as duas fitas
da dupla hélice do DNA sdo quebradas, ndo restando nenhuma fita
molde intacta para o reparo. Assim, as vias de reparo ndo sdo
consideradas livres de erro e a reparacao errébnea de DSBs pode levar a
rearranjos cromossdmicos e perda de heterozigosidade. Embora o reparo
de DSBs seja crucial para a manutencdo da integridade do genoma, o
processo de reparo precisa ser bem regulado e monitorado de perto. As
duas vias mais comumente utilizadas para reparar DSBs em eucariotos
superiores incluem a juncdo de extremidades ndo-homéloga (NHEJ) e a
recombinacdo homdloga (HR). NHEJ é considerada propensa a erros,
uma forma rapida de correcéo para selar as pontas de DNA quebrados e
reiniciar a replicagdo. Em contraste, HR é um processo de alta fidelidade
(BHATTACHARJEE e NANDI, 2016; KIM et al, 2016;
CALDECOTT, 2008).

Os ensaios cometa e microndlcleos com blogueio da citocinese
celular - citoma (CBMN - citoma) sdo os mais utilizados na avaliacdo da
instabilidade gendmica, por permitirem a avaliacdo de possiveis efeitos
deletérios no DNA. O teste do cometa, é uma técnica rapida e sensivel
para medir sitios sensiveis ao pH alcalino (alcali-labeis) e quebras no
DNA de células de mamiferos. Os danos ao DNA observados neste teste
ainda sdo passiveis de reparo (SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000).
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As células sdo colocadas em agarose e submetidas a eletroforese. Desta
maneira, observa-se uma espécie de cauda, que se forma nas células
danificadas. Essa cauda é formada pelo DNA solto do ndcleo, por
quebras de cadeia simples ou dupla, com o comprimento diretamente
proporcional a quantidade de DNA danificado (figura 10) (SINGH et al.,
1988).

Figura 10- Diferentes classes de dano observadas na técnica do cometa.
a . b T2 . B

a: dano 0 (sem dano); b: dano 1 (dano minimo); c¢: dano 2 (dano médio); d:
dano 3 (dano intenso); e: dano 4 (dano maximo); barras representam 6 pm.
Fonte: do autor.

A técnica CBMN em cultura de linfocitos do sangue periférico
foi descrita por Fenech e Morley em 1985 e revisada por Fenech em
2007. O ensaio CBMN - citoma permite medir danos no DNA, citostase
e citotoxicidade. Neste ensaio, as células binucleadas (BN) que
passaram por um ciclo de divisdo celular sdo utilizadas para avaliar
eventos de dano ao DNA, incluindo micronicleos (MN), pontes
nucleoplasmaticas (NPBs) e buds nucleares (NBUDs). O MN é um
biomarcador de quebra cromossémica efou perda cromossdmica
completa, a NPB um biomarcador de reparo errdneo do DNA e/ou
fusdes finais teloméricas e NBUDs biomarcador de eliminacdo de DNA
amplificado e/ou complexos de reparo do DNA (figura 11). O indice de
divisdo nuclear (IDN) mede os efeitos citostaticos através da proporcéo
de células mono-, bi- e multinucleadas e a citotoxicidade pode ser
avaliada através de razdes de células necréticas e/ou apoptéticas. A
Figura 12 mostra os diferentes destinos celulares possiveis encontrados
nesta técnica (FENECH, 2007).
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Figura 11- Fotomicrografias de células binucleadas com diferentes alteractes
contadas no teste CBMN - citoma.

[

a: célula binucleada, seta indica a ponte nucleoplasmatica (NPB); b: célula
binucleada, seta indica o microntcleo (MN); c: célula binucleada, seta indica o
bud nuclear (NBUD); barras representam 4 pum.

Fonte: do autor.

Figura 12- Diferentes destinos possiveis encontrados nas células em cultura com
bloqueio da citocinese.
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Fonte: adaptado de Fenech (2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar marcadores de estresse oxidativo e de dano de DNA,
assim como as concentracdes de alfafetoproteina, em gestantes com
malformacéo fetal, gestantes e mulheres ndo gestantes, correlacionando
0s resultados com as caracteristicas clinicas e o resultado do cari6tipo
fetal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar as concentracBes de alfafetoproteina no liquido
amniotico;

-Avaliar marcadores de dano de DNA no sangue periférico de
gestantes com malformac&o fetal, gestantes e mulheres nédo gestantes;

-Avaliar marcadores de estresse oxidativo em gestantes com
malformacéo fetal, gestantes e mulheres ndo gestantes;

-Correlacionar os marcadores de dano de DNA e estresse
oxidativo com cariétipo fetal;

-Correlacionar os marcadores de dano de DNA e estresse
oxidativo com os habitos de vida das participantes do estudo;

-Validar a técnica do cometa em amniécitos provenientes de
amostras de liquido amniético.
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4 SUJEITOS E METODOS
4.1 DESENHO AMOSTRAL

O estudo transversal avaliou marcadores de estresse oxidativo e
instabilidade gendmica no sangue periférico de gestantes com
malformacdo fetal, gestantes e mulheres ndo gestantes. O programa
WinPepi 8.0 foi utilizado para realizacdo do célculo amostral,
considerando a variacdo normalmente encontrada nas técnicas utilizadas
para um nivel de significancia de 0,05 e o resultado encontrado foi de
uma amostra minima de 78 individuos com 26 em cada grupo. Todas as
participantes assinaram e receberam uma copia do “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” (ANEXO II e/ou III). Além disso,
foi aplicado o “Questionario de Saude Pessoal” adaptado da Comisséo
Internacional de Protecdo a Mutigenos e Carcindgenos Ambientais
(ICPEMC) (CARRANO e NATARAJAN, 1988) (ANEXO 1).

As gestantes que pertenciam ao ambulatério de pré-natal de alto
risco fetal e medicina fetal da maternidade do HU-UFSC que se
beneficiaram da coleta de liquido amni6tico para o diagndstico pré-natal
de anomalias cromossémicas foram convidadas a participar deste
trabalho. Como critérios de inclusdo para a coleta de liquido amni6tico
(amniocentese genética) foram estabelecidas as seguintes condices: ter
mais de 18 anos de idade; mais de 15 semanas de gestacdo; ter
alteracdes na morfologia fetal a ultrassonografia que possam estar
associadas a anomalias cromossémicas; como pré-requisito para
procedimentos cirlrgicos intra-uterinos, como colocacdo de baldo
endotraqueal em hérnias diafragmaticas e cirurgia de mielomeningocele;
casos de alteracdes na morfologia fetal a ultrassonografia incompativeis
com a vida do ponto de vista bioético; auxiliar no aconselhamento
genético para planejamento de futuras gestacdes; e consentir, apds
discussdo e assinatura de TCLE, em realizar o procedimento invasivo
para diagndstico cromossémico fetal.

Os critérios de inclusdo do grupo de gestantes foram: ter mais de
18 anos de idade, estar com mais de 15 semanas de gestacdo e assinar o
TCLE. Os critérios de inclusdo do grupo de mulheres ndo gestantes
foram: ter mais de 18 anos de idade, estar em idade fértil, ndo ter
doengas cronicas conhecidas, ndo estar gestante, assinar o TCLE. Como
critérios de exclusdo do grupo de gestantes com malformagéo fetal: ndo
apresentar malformacdo ao nascer. Como critérios de excluséo do grupo
de gestantes: apresentar malformacéo fetal ao nascer.
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Foram incluidas neste estudo 32 gestantes com malformagdo fetal
(GMF), com a maioria das malformacGes fetais confirmadas por
ultrassonografia durante a gestacdo, apenas um caso entrou neste grupo,
realocado do grupo controle, ap6s o nascimento quando teve o
diagndstico de malformacédo (diagnostico: sequéncia de Pierre Robin);
35 gestantes (G), sendo que duas gestantes deste grupo vieram
realocadas do grupo de gestantes que realizaram a amniocentese
genética, uma por idade materna elevada e outra por translucéncia nucal
aumentada, mas as duas apresentaram caridtipo fetal normal e ndo
apresentaram nenhum tipo de malformacéo ao nascer; e 34 mulheres em
idade fértil (MNG) (figura 13). Foram coletadas amostras de gestantes
entre 16 e 33 semanas de gestacdo, sendo que as amostras
compreendidas entre 14 e 27 semanas completas foram consideradas
como segundo trimestre gestacional e as coletas realizadas com 28
semanas completas ou mais foram consideradas como terceiro trimestre
gestacional (DREHMER et al., 2013).

Figura 13- Esquema amostral.
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Fonte: do autor.
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Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina, sob o NUmero do Parecer 1.722.502.

4.2 COLETA DE AMOSTRAS

O liquido amniético foi recuperado por amniocentese
transabdominal por profissional médico habilitado. A coleta foi
realizada sob condicOes antissépticas, utilizando uma agulha de calibre
20 a 22 G monitorada por ultrassom. Em torno de 20 mL de liquido
amnidtico, dividido em duas seringas, foi coletado de cada gestante com
indicagdo médica de realizagdo de caridtipo fetal. As amostras foram
transportadas ao laboratério clinico em seringa estéril tampada e a
temperatura ambiente.

Amostras de sangue periférico foram obtidas através de pungdo
venosa periféerica, sob devidas condicdes antissépticas. Foram coletados
1 tubo de 4 mL com o anticoagulante EDTA e 1 tubo de 4 mL com o
anticoagulante heparina (protegido da luz imediatamente apds a coleta).
As amostras foram transportadas ao laboratdrio em isopor contendo gelo
reciclavel.

4.3 AVALIACOES LABORATORIAIS

Ao chegarem ao laboratério, as amostras de liquido amniético,
foram utilizadas para a realizacdo da técnica do cariétipo fetal. Uma
aliquota de aproximadamente 2 mL foi separada para a realizacdo da
técnica do cometa e analise de contaminacdo com sangue materno
através da contagem de hemacias em camara de Neubauer. O
sobrenadante restante da técnica do cari6tipo foi encaminhado para a
realizacdo de alfafetoproteina.

Com relacdo as amostras de sangue periférico, o tubo com
heparina foi utilizado para a realizacdo dos ensaios de instabilidade
gendmica e o tubo com EDTA para as demais andlises. O tubo com
EDTA foi submetido ao seguinte fracionamento: o sangue total foi
submetido a centrifugacdo (500 g, por 4 min), permitindo a separacao do
plasma e dos eritrécitos; os eritrécitos foram lavados duas vezes com
solucdo salina (centrifugagdo de 500 g, por 4 min) e lisados com agua
destilada (diluicdo 1:5, v:v). O plasma foi imediatamente estocado em
nitrogénio liquido (aproximadamente 170°C negativos) e 0 hemolisado
em freezer -80°C.
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Durante a realizacdo das diferentes analises ocorreram perdas
pontuais de amostras por problemas em alguma das técnicas e
impossibilidade de repeticdo da analise. A impossibilidade de repeticdo
ocorreu por perda de estabilidade da amostra ou por volume insuficiente
para a repeticdo do ensaio. Com isso, os resultados foram descritos
acompanhados do nimero de amostras (n) analisadas para cada ensaio.

4.3.1 Ensaio de micronucleo com blogueio da citocinese celular -
citoma (CBMN - citoma)

Esta técnica foi adaptada da técnica descrita por Fenech (2007).
Foi adicionado, de forma estéril, em cabine de seguranca bioldgica, 0,5
mL de sangue heparinizado em 5 mL de meio de cultura (RPMI 1640
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e 2%
fitohemaglutinina). O tubo falcon, contendo a mistura de amostra e meio
de cultura, foi incubado por 72 h, a 37°C. Ap6s 44 h em cultura, foi
acrescentado citocalasina B (5 pg/ mL de cultura) de forma estéril. Ao
completar 72 h em cultura, procedeu-se a retirada da cultura celular. Os
tubos falcon foram centrifugados a 300 g por 6 min e ap6s a
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e foi adicionado 5 mL de KCI
(0,075 M). O KCI permaneceu em contato com a amostra por 7 min,
sendo em seguida adicionado 0,5 mL de fixador (metanol:4cido acético -
3:1, viv), feita a homogeneizacgéo e centrifugacdo (300 g por 6 min). O
sobrenadante foi novamente retirado e foi adicionado aos poucos, com
cuidadosa homogeneizagdo, 5 mL de fixador. A amostra ficou em
geladeira por 10 min e em seguida foi centrifugada a 300 g por 6 min. O
passo da retirada do sobrenadante e adigdo do fixador foi repetido no
minimo mais uma vez. Ao se observar o sobrenadante limpido, foi
deixado 1 mL do sobrenadante no tubo e o material foi ressuspendido.
Em seguida, as laminas foram confeccionadas pingando trés gotas do
material sobre a Iamina (previamente lavada e deixada no congelador
por alguns minutos para formar uma camada de gelo e permitir o
espalhamento do material). ApGs secagem a temperatura ambiente, as
l1aminas foram coradas com solugdo de giemsa (10%) por 5 min.

As analises foram realizadas de forma cega por um Unico
observador, utilizando-se microscopia dptica (Nikon Optiphot-2) com
aumento de 200 vezes e confirmacdo das estruturas em aumento de 1000
vezes. Foram avaliadas 1000 células binucleadas (500 células em cada
uma das duas laminas confeccionadas por amostra) para os seguintes
eventos: micronicleos (MN), buds nucleares (NBUD) e pontes
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nucleoplasméticas (NPB). Para a obtencdo do indice de divisdo nuclear
(IDN) foram contadas 500 células viaveis, avaliando a frequéncia de
células com 1, 2, 3 ou 4 nucleos. O calculo do IDN foi obtido através da
férmula IDN=(M1+2M2+3M3+4M4)/N, onde M1 a M4 representam o
namero de células com 1 a 4 nicleos e N é o nimero total de células
viaveis (excluindo células necréticas e apoptéticas). O nimero de
células necroticas e apoptoéticas foi avaliado durante a contagem das 500
células vidveis.

4.3.2 Técnica do cometa

Esta técnica foi realizada conforme a técnica descrita por Singh e
colaboradores em 1988 e adaptada por Tice e colaboradores (2000).
Inicialmente foram preparadas as laminas com pré-cobertura de agarose
regular 0,75%, utilizadas ap6s secagem de no minimo duas horas. Ao
abrigo da luz, em eppendorf, foi misturado 5 pL de sangue periférico
heparinizado ou 5 L do pellet do liquido amniético (liquido amniético
centrifugado a 300 g por 6 min e retirado o sobrenadante) com 95 L de
agarose de baixo ponto de fusdo 0,7% a 37°C. Esta mistura foi
imediatamente aspirada e disposta sobre a lamina com pré cobertura de
agarose. Em seguida foi colocada uma laminula 24 x 50 mm sobre a
mistura agarose/amostra. A lamina com a laminula ficou em camara
Umida horizontal na geladeira por 5 minutos e apds o endurecimento da
agarose, a laminula foi retirada e a lamina armazenada em cubeta
vertical contendo solucéo de lise gelada [89 mL de solucéo de lise mée
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM) com 10 mL de DMSO e 1
mL de Triton x-100] por no minimo 24 h e no maximo 7 dias. As
laminas foram expostas por 20 min ao tampdo alcalino gelado (NaOH,
EDTA 200 nM e 4gua destilada, pH> 13) e em seguida submetidas a
eletroforese realizada em geladeira, por 20 min, 25 V e 300 mA, com o
cuidado de ndo deixar brechas entre as laminas. Apos a eletroforese, as
laminas foram tratadas com tamp&o de neutralizagdo (Tris 0,4 M, pH
7,5) por 5 min, trés vezes e em seguida lavadas com agua destilada duas
vezes. Ap6s no minimo 2 horas de secagem, as laminas foram fixadas
(&cido tricloroacético 15%, sulfato de zinco heptahidratado 5% e
glicerol 5%) por 10 minutos e lavadas trés vezes com agua destilada.
Novamente ap6s no minimo 2 horas de secagem as laminas foram
coradas. A coloracdo foi realizada seguindo o método descrito por
Nadin e colaboradores (2001). A mistura das solucGes corantes A
(carbonato de sodio 5%) e B (nitrato de amdnio 0,02%, nitrato de prata
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0,02%, é&cido tungstosilicico 0,1%, formaldeido 0,05%) foi feita
imediatamente antes do uso e as laminas ficaram imersas nesta solucao
por aproximadamente 10 minutos. Assim que observada a coloracdo
acinzentada nas laminas, estas foram lavadas com agua destilada e
colocadas na solucdo de parada (acido acético 1%) por 5 minutos. As
laminas foram novamente lavadas com agua destilada e ap6s secagem a
temperatura ambiente, foram analisadas.

Para a analise, de forma cega por um Unico observador, foi
utilizado o aumento de 200 vezes em microscopio Optico (Nikon
Optiphot-2), sendo contadas 100 células por amostra (50 células em
cada uma das duas laminas confeccionadas por individuo). Cada célula
foi classificada segundo a classe de dano observada e pontuada de 0 a 4
de acordo com a intensidade do dano formado. As células sem migracédo
de fragmentos na eletroforese, ou seja, sem dano, receberam a
pontuagdo 0; células com danos minimos, receberam pontuagdo 1 (C1);
células com danos médios, receberam pontuacdo 2 (C2); células com
danos intensos, receberam pontuacdo 3 (C3) e células com danos
méaximos, receberam pontuacdo 4 (C4). O célculo do indice total de
dano (ITD) foi obtido através da formula ITD = C1 + 2C2 + 3C3 + 4C4.
O ITD pode variar de 0 a 400 unidades (COLLINS et al., 2008).

4.3.3 Cari6tipo fetal

As amostras de liquido amniotico coletadas em seringas foram
transferidas para 2 tubos conicos (10 mL) e centrifugadas a 300 g, por 6
min. O sobrenadante foi retirado e ao pellet de cada tubo conico foi
adicionado 4 mL de meio de cultura AmnioMax Complete (GIBCO) a
37°C. A mistura foi colocada em um frasco de cultura ventilado e
incubado em estufa de cultura com 5% de CO,, a 37°C, por
aproximadamente 10 a 15 dias até atingirem a confluéncia celular
adequada para posterior analise. Ap6s o 5° dia de cultura, os frascos
foram examinados diariamente no microscopio invertido sempre
verificando a aderéncia ao fundo do frasco e o crescimento celular. Duas
vezes por semana 0 meio de cultura consumido foi descartado, e 4 mL
de meio de cultura novo a 37°C foram adicionados. Apo6s atingir a
confluéncia celular adequada, foi adicionado a cultura 60 uL de
colchicina (0,2 pg/ mL de cultura), com posterior incubagdo na mesma
estufa por 45 min. Apds o tempo de incubacdo da colchicina, 0 meio de
cultura foi retirado e colocado em um tubo conico. Foi adicionado 1,0
mL da solugdo de tripsina (0,25%)/ EDTA (0,03%) (previamente
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aquecida a 37°C) a garrafa de cultura, que apos breve homogeneizacédo
foi unida ao meio de cultura colocado no tubo conico. Foi adicionado
mais 1,0 mL da mesma solugdo de tripsina na garrafa de cultura, que
desta vez permaneceu em contato com as células por aproximadamente
40 seg. Durante este curto periodo, a garrafa de cultura foi alternada
entre a chapa aquecida (40°C) e microscépio invertido. Assim que
observada a soltura das células, algumas que por ventura ainda ficaram
aderidas, foram soltas com a ajuda mecanica através de algumas batidas
do frasco na bancada. A tripsina, juntamente com as células, foi
transferida para 0 mesmo tubo c6nico contendo o meio de cultura. Este
tubo foi centrifugado por 6 min a 300 g. O sobrenadante foi descartado e
foi adicionado 2 mL de KCI (0,075 M). O KCI permaneceu em contato
com a amostra por 11 min, seguido da adicdo de 0,5 mL de fixador
(metanol:acido acético — 3:1, v:v), homogeneizagdo e centrifugagéo (300
g por 6 min). O sobrenadante foi novamente retirado e foi adicionado
aos poucos, com cuidadosa homogeneizagdo, 2 mL de fixador. A
amostra ficou em geladeira por 10 min e em seguida foi centrifugada a
300 g por 6 min. O passo da retirada do sobrenadante e adicdo do
fixador foi repetido no minimo mais uma vez. Em seguida, para a
confec¢do das laminas, foi adicionado em torno de 0,5 mL de fixador no
tubo contendo o pellet com as células. O material foi ressuspendido e as
laminas foram confeccionadas pingando trés gotas do material sobre a
lamina (previamente lavada e deixada no congelador por alguns minutos
para formar uma fina camada de gelo e permitir o espalhamento do
material). Apds secagem a temperatura ambiente, as laminas foram
submetidas ao bandeamento cromossémico pela técnica de banda GTG,
expondo as laminas a solucdo de tripsina (0,1%) por aproximadamente
um segundo, sendo rapidamente inativadas (solucdo de PBS/ agua
destilada (1:1) com poucas gotas de SFB), lavadas em agua destilada e,
em seguida, coradas com solugdo de Giemsa (10%) por 3 min (GUS,
2011; MIRANDA e MATTEVI, 2011).

As analises foram realizadas através da captura das imagens das
metafases observadas em microscopia optica (Olympus CX41), com
aumento de 1000 vezes. Aproximadamente 20 metafases foram
analisadas por caso, sendo 0s cromossomos agrupados de acordo com o
tamanho e bandeamento para permitir a verificagdo numérica e
estrutural. Foi utilizado o sistema GeneAll® da Qualiterm para captura e
montagem do cari6tipo.
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4.3.4 Peroxidacéo lipidica (TBARS)

O ensaio foi realizado segundo o método de Bird e Draper
(1984). Em tubos de ensaio foram adicionados 1 mL de &cido
tricloroacético 12% (TCA) e 100 pL de plasma. Em seguida, procedeu-
se a homogeneizacdo em vortex, com posterior adicdo de 0,9 mL de
tampdo Tris-HCI 60 nM, pH 7,4 (0,1 mM DTPA) e 1 mL de &cido
tiobarbitdrico 0,73%. Apds nova homogeneizacao, o tubo foi incubado a
100 °C em banho-maria por 1 hora. Ao final, os tubos foram resfriados
em banho de gelo e centrifugados a 500 g por 5 minutos. Para a leitura,
foram transferidos 200 pL do sobrenadante de cada amostra para uma
microplaca, com leitura em 535 nm em espectrofotdmetro. O resultado
foi expresso em nmol.mL™. As analises foram realizadas em duplicata.

4.3.5 Proteina Carbonilada (PC)

Este ensaio foi realizado segundo método de Levine e
colaboradores  (1990). Foram misturados 600 pL de 24-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) e 50 pL de plasma em tubos do tipo
eppendorf, com posterior homogeneizagdo em vértex e incubacdo por 1
h sob agitacdo, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ap6s o
tempo de incubago, acrescentou-se 600 ul. de TCA 20% e procedeu-se
a homogeneizacdo em vortex e incubacdo em gelo por 10 min. Foi
realizada nova centrifugacdo a 800 g por 5 min e o sobrenadante foi
descartado. A lavagem do pellet foi realizada acrescentando-se 600 pL
de etanol:acetado de etila (1:5; v:v) utilizando vortex para auxilio na
homogeneizacdo, seguida de nova centrifugacdo a 800 g por 5 min e
retirada do sobrenadante. Este procedimento foi repetido por mais duas
vezes. Apos a ultima lavagem foi adicionado 800 pL de guanidina ao
pellet, com porterior incubacdo a 37°C por 60 min. Apo6s a incubacdo, as
amostras foram centrifugadas (800 g por 5 min) e 200 pL do
sobrenadante foram pipetados em microplaca, permitindo a leitura em
espectrofotdmetro em 360 nm. Para realizacdo do calculo de proteina
carbonilada, foram dosadas as proteinas totais de cada amostra, segundo
0 método de Lowry e colaboradores (1951), utilizando uma curva
padrdo de albumina. A concentracdo de proteina carbonilada foi
expressa em nmol.mg .
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4.3.6 Catalase (CAT)

Este ensaio foi realizado segundo método de Aebi (1984), que
avalia capacidade da enzima presente na amostra em decompor 0
peroxido de hidrogénio. Foram adicionados 5 pL de hemolisado
(dilui¢ao 1:80, v:v) e 200 puL de solu¢do de peroxido de hidrogénio
(H,0O, 10 mM, em tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0) preparada no dia da
andlise, em cada poco da microplaca. Imediatamente apés a adicdo da
solucdo de perdxido de hidrogénio realizou-se a leitura da queda da
absorbéncia a 240 nm durante 5 min (SpectraMax Paradigm). As
andlises foram feitas em triplicata. Os valores foram expressos em
mmol.mint. mL .

4.3.7 Mieloperoxidase (MPO)

Este ensaio foi realizado segundo método de Rao e colaboradores
(1993). Foram adicionados 20 pL de plasma em pogos de microplacas
contendo 150 pL da solugdo reagente (0,167 mg.mL ™" de o-dianisidina
2HCI, 0,0005% de H,0,, H,O destilada e NaH,PO4 50 mM). Apds 10
minutos, foi acrescentado 30 pL de azida sodica 1%. Apos 5 minutos de
incubagdo, foi obtida a leitura da absorbéncia em 450 nm (Thermo
Plate, Leitora de microplaca TP-Reader). Os resultados foram
comparados com uma curva-padrdo de atividades conhecidas de MPO
(0,7 a 140 mU.mL™), sendo expressos em mU.mL™. As analises foram
feitas em triplicata.

4.3.8 Alfafetoproteina (AFP)

Este ensaio foi realizado pelo setor de bioquimica da divisdo de
analises clinicas do HU/ UFSC. Apos a separacdo do contetdo celular
para a realizagdo do cariétipo fetal, o sobrenadante do liquido amnidtico
foi utilizado para a realizagdo deste ensaio. A concentracdo de
alfafetoproteina foi determinada através de kit comercial da Siemens®,
utilizando o equipamento Advia Centaur. Consiste em um imunoensaio
em "sanduiche", que utiliza tecnologia quimioluminométrica direta. O
equipamento misturou 10 pL de amostra, 50 pL de reagente Lite
(anticorpo anti-AFP policlonal purificado de coelho marcado com éster
de acridina) e 250 L da fase sélida (anticorpo anti-AFP monoclonal de
rato covalentemente associado a particulas paramagnéticas), e manteve
em incubacdo por 7,5 minutos a 37°C. Em seguida, as cuvetes foram
separadas, aspiradas e lavadas com agua reagente. Para iniciar a reacdo
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de quimioluminescéncia, 300 uL de reagente acido e 300 UL de reagente
alcalino foram adicionados. A reacdo resultante foi medida como
unidades de luz relativa (URLS), uma vez que existe uma relacdo direta
entre a quantidade de AFP na amostra e as URLs detectadas pelo
sistemal optico do equipamento. Os resultados foram expressos em
pg.mL

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados deste estudo foi realizada através do
programa IBM SPSS 21.0. Para a avaliagdo da normalidade utilizou-se o
teste de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov de acordo com o
tamanho do grupo analisado. Para as comparacdes entre os grupos foi
utilizado o teste mais adequado para cada caso, assim, de acordo com o
tipo de distribuicdo da amostra foi utilizado teste t ou Mann-Whitney U.
A mesma premissa foi utilizada para a aplicagdo dos testes de correlagdo
nos dados quantitativos, selecionando o teste de correlagdo de Pearson
ou Spearman de acordo com o tipo de distribuicdo da amostra. Valores
de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os
resultados de AFP no LA foram expressos em multiplos da mediana
(MoM) a partir dos valores fornecidos pelo fabricante do kit diagnéstico
ou da regressao em log; das medianas utilizando o programa Microsoft
Excel 2010, sem os outliers. Foram considerados outliers os casos que
ficaram acima de S = Q3 + 1,5*IOR ou abaixo de | = Q1 - 1,5*I0R,
onde S: limite superior, I: limite inferior, IQR: Interquartil.
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5 RESULTADOS
5.1 PERFIL DA POPULACAO ESTUDADA

Os grupos de gestantes com malformacéo fetal (GMF), gestantes
(G) e mulheres ndo gestantes (MNG) apresentaram semelhanca de idade
e de idade gestacional. Ao dividir os grupos de gestantes por trimestre
gestacional (segundo e terceiro trimestre) também foi observada
semelhanca entre os diferentes trimestres dos diferentes grupos. Outras
caracteristicas como grupo étnico, estado civil, ingestdo diaria de café,
histérico de fumo, primigesta, dificuldade para engravidar, abortos
prévios e filhos prematuros também foram considerados e estdo
descritos na tabela 1.

Tabela 1- Caracterizagdo da amostra.

Gestantes com Gestantes Mulheres ndo gestantes
malformacéo fetal (n: 35) (n: 34)
(n: 32)
Idade (anos) (média+DP) 29,847,0 28,9449 27,5%57
Idade gestacional 25,2+4,9 25,8+4,3
(semanas) (média+DP)
Grupo étnico (%)
Caucasiano 78,1 82,9 91,2
Afrodescendente 12,5 8,6 0
Outros 9,4 8,6 8,8
Estado civil (%)
Casada/ Unido estavel 69,0 79,4 18,2
Solteira 24,1 20,6 81,8
Divorciada 6,9
Ingest&o diaria de café 72,4 62,8 71,0
(%)
Historico de fumo (%) 20,7 314 12,5
Primigesta (%) 53,1 85,7
Dificuldade para 20,7 8,6
engravidar (%)
Abortos prévios (%) 24,1 114
Filhos prematuros (%) 6,9 0

DP: desvio padréo.
Fonte: do autor.
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Com relacdo ao grupo de gestantes com malformacdo fetal, o
caridtipo fetal realizado a partir de amostras de liquido amniético
indicou que alguns fetos apresentaram alguma alteracdo cromossdmica,
enquanto outros, apesar da anormalidade estrutural observada ao
ultrassom, apresentaram cariétipo normal. Os diferentes tipos de
alteracdo fetal observados por ultrassonografia e a presenca ou auséncia
de cari6tipo fetal alterado estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2- Caracteristicas das gestagdes com malformag&o fetal em relagéo ao
cariotipo fetal.

Tipo de alteracdo fetal observada a Cariétipo do liquido amniético (n)
ultrassonografia

Normal Anormal
Onfalocele 3 -
Malformagéo cardiaca 8 1 (47,XX,+21)
1 (46,XX,del(4)(p15))

1 (47,XY,+13,inv(9)(p12413)

Mais de um tipo de malformagéo™ 5 2 (47,XY,+21)
5 (47,XY,+18)
Outros** 3 1(47,XY,+21)

*. inclui a combinacdo de dois ou mais dos seguintes achados
ultrassonograficos: malformacdo cardiaca, pés em mata-borrdo, contratura dos
membros, hipoplasia éssea, hipotelorismo (aproximacao da distancia entre as
Orbitas), cisto de plexo coroide, redugdo da circunferéncia cefélica,
irregularidade Gssea da calota craniana, higroma cistico, lingua protrusa,
holoprosencefalia (conjunto de displasias cranio-faciais e encefalicas),
probéscide (nariz é substituido por um apéndice tubular), displasia renal,
onfalocele, ascite e atresia duodenal (obstrugdo do duodeno); **: (1)
translucéncia nucal elevada, (1) higroma cistico, (1) holoprosencefalia, (1)
hidropsia; alteragdes cromossdmicas entre parénteses; n: nimero de casos.
Fonte: do autor.

5.2 MARCADORES DE INSTABILIDADE GENOMICA
A frequéncia de MN, no grupo de G, apresentou-se

estatisticamente aumentada em relagdo ao grupo de MNG. Ao dividir o
grupo de G por trimestre gestacional, observou-se que o aumento na
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frequéncia de MN manteve a diferenca estatistica quando comparado o
terceiro trimestre gestacional com o grupo de MNG. Né&o foi observada
diferenca estatistica nos parametros NPB, NBUD, IDN e ITD do grupo
de G em relagdo ao grupo de MNG. O mesmo foi observado ao dividir o
grupo de G por trimestre gestacional. Ao dividir o grupo de G por
trimestre gestacional e comparar os trimestres entre si, percebeu-se uma
diminuicdo no ITD no terceiro trimestre em relagdo ao segundo
trimestre gestacional (tabela 3).

Tabela 3- Marcadores de instabilidade genémica nos grupos estudados.

MN NPB NBUD IDN ITD
(médiat (médiat (médiat (médiat (médiat
DP) DP) DP) DP) DP)
Mulheres nédo 10,8 +4,4* 16+13 32+21 16+0,2 35+38
gestantes (n: 32) (n: 32) (n: 32) (n: 32) (n: 24)
Gestantes
2°tri 128+6,0 1,714 43+29 16+03 6,0+44
(n: 25) (n: 25) (n: 25) (n: 25) (n: 22)
3°tri 16,0 £5,2= 31+£23 42+21 1,4+0,1 2,2+19*
(n: 10) (n: 10) (n: 10) (n: 10) (n: 6)
Gestantes com
Malformagéo 2°tri 11,8+6,5 18+14 44+28 1,6+£0,3 3427
Fetal (n: 22) (n: 22) (n: 22) (n: 22) (n: 22)
3°tri 116 +£5,0 1,0+1,3° 40+42 16+0,3 50+44
(n: 10) (n: 10) (n: 10) (n: 10) (n: 10)

MN: micronucleos; NPB: pontes nucleoplasméticas; NBUD: buds nucleares;
IDN: indice de divisdo nuclear; ITD: indice total de dano — técnica do cometa;
DP: desvio padrdo; *: representa a diferenga estatistica com p < 0,05 (Mann-
Whitney U) (comparacdo entre segundo e terceiro trimestre do grupo de
gestantes); *: representa a diferenca estatistica com p < 0,05 (teste t)
(comparagéo entre o grupo de gestantes e o grupo de mulheres ndo gestantes); *
representa a diferenca estatistica com p < 0,05 (Mann-Whitney U)
(comparac0es entre os terceiros trimestres gestacionais dos diferentes grupos);
= representa a diferenca estatistica com p < 0,01 (teste t) (comparacdo entre o
terceiro trimestre gestacional do grupo de gestantes e mulheres ndo gestantes).
Fonte: do autor.

O grupo de GMF apresentou frequéncia de MN, NPB e NBUD, e
IDN e ITD semelhantes ao grupo de G. Ao dividir o grupo de GMF e 0
grupo de G por trimestre gestacional e fazer a comparagao das gestantes
do segundo trimestre entre si e do terceiro trimestre entre si, o Unico
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parametro que apresentou diferenca estatistica foi a frequéncia de NPBs,
com diminui¢do no terceiro trimestre do grupo de GMF em relacdo ao
terceiro trimestre do grupo de G.

5.3 CARIOTIPO FETAL

A analise do cariotipo fetal foi realizada a partir das amostras de
liguido amniédtico coletadas. De acordo com o cariétipo obtido, a
amostra foi dividida entre gestantes com fetos cromossomicamente
normais (46,XX ou 46,XY) e cromossomicamente anormais (cariotipo
alterado). Percebeu-se um aumento estatistico de NPB, NBUD, MPO,
idade materna e diminuicdo de IDN nas gestantes com alteragdo no
caridtipo fetal em relagdo as gestantes com cari6tipo fetal normal. N&o
foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos para 0s
parametros MN, ITD, TBARS e PC (tabela 4).

5.4 MARCADORES BIOQUIMICOS

A PC apresentou valores estatisticamente aumentados ao
comparar o grupo de G com o grupo de MNG. O grupo de G foi
dividido por trimestre gestacional e percebeu-se que as gestantes no
terceiro trimestre de gestacdo apresentavam os maiores valores de PC,
mantendo a diferenca estatistica em relacdo ao grupo de MNG. Os
valores de TBARS do grupo de G foram semelhantes aos valores
observados no grupo de MNG. Ao dividir o grupo de G por trimestre
gestacional, percebeu-se que as gestantes que estavam no terceiro
trimestre de gestacdo apresentaram os maiores valores. Dessa forma o
terceiro trimestre do grupo de G foi comparado ao grupo das MNG,
sendo observado um aumento, porém ndo estatistico (p= 0,078), nos
valores de TBARS. Foram feitas comparagdes entre os diferentes
trimestres gestacionais do grupo de G e percebeu-se um aumento
estatistico de PC e também uma tendéncia de aumento (p= 0,208) de
TBARS no terceiro trimestre gestacional (tabela 5).

Com relacdo as defesas antioxidantes, ndo foi observada
diferenca na atividade da enzima CAT entre os grupos de G e MNG.
Porém, ao dividir o grupo de G por trimestre gestacional, percebeu-se
um aumento de atividade da CAT no terceiro trimestre do grupo de G
em relacdo as MNG. Também foi observada elevacdo na atividade da
CAT do segundo para o terceiro trimestre de gestacdo do grupo de G.

O grupo de GMF apresentou valores semelhantes de PC, TBARS,
CAT e MPO em relagdo ao grupo de G. Os grupos de gestantes foram
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divididos por trimestre gestacional e foram feitas comparagfes entre as
gestantes do grupo de G e do grupo de GMF que estavam no segundo
trimestre, sendo 0 mesmo feito com as gestantes que estavam no terceiro
trimestre gestacional. Percebeu-se que ndo houve diferenca entre as
gestantes de segundo trimestre para os marcadores PC, TBARS, CAT e
MPO. Também ndo houve diferenca estatistica entre as gestantes de
terceiro trimestre nos valores de TBARS e MPO, porém a PC e a CAT
apresentaram uma diminuicéo estatistica no terceiro trimestre do grupo
de GMF em relacéo ao terceiro trimestre do grupo de G (tabela 5).

Tabela 4- Valores dos parametros avaliados em relagdo ao cariétipo fetal.

47 X_+21 47 X_,+18 [S) A Total 46,X_ Valor
(n: 4) (n:5) (n: 1) (n: 1) (cariétipo (n: 21) dep
alterado)
(n: 11)
MN 16,5+7,8 12,045,2 13,0 8,0 13,4+6,1 10,2454 0,149
(média+DP) (n: 11) (n: 21)
NPB 2,8+1,0 1,6£1,7 4,0 1,0 2,2+1,5* 1,011 0,026
(média+DP) (n: 11) (n: 21)
NBUD 5,543,1 4,644,9 8,0 6,0 5,4+3,7* 2,6+2,0 0,035
(médiaxDP) (n:11) (n: 19)
IDN 1,440,2 1,4+0,3 1,2 1,6 1,4+0,2* 1,640,3 0,049
(médiaxDP) (n: 10) (n: 21)
ITD 3,242,6 5,0£3,9 3,0 3,0 4,0£3,0 3,6+2,8 0,749
(média+DP) (n: 12) (n: 20)
MPO 829,1+281,1 762,0+315,9 7206 7432 781,0+255,4* 599,0+113,5 0,026
(mU.mL?) (n: 11) (n: 20)
(média+DP)
TBARS 24,093 25,2+5,6 3,24 24,61 22,7%9,0 20,0£9,9 0,452
(nmol.mL™) (n: 11) (n: 21)
(média+DP)
PC 0,17+0,13 0,11+0,03 0,15 0,11 0,14+0,08 0,12+0,04 0,483
(nmol.mg™) (n: 11) (n: 20)
(média+DP)
Idade (anos) 38,5+1,9 30,69,0 37 39 34,8+7,1* 27,946,7 0,010
(média+DP) (n: 11) (n: 21)

MN: microndcleos; NPB: pontes nucleoplasmaticas; NBUD: buds nucleares;
IDN: indice de divisdo nuclear; ITD: indice total de dano — técnica do cometa;
MPO: mieloperoxidase; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico;
PC: proteina carbonilada; e: 47,XY,+13(inv9)(p12q13); A: 46,XX,del(4)(p15);
47, X_,+21: 47, XX,+21 ou 47 XY ,+21; 47,X_,+18: 47,XX,+18 ou 47,XY,+18;
46,X_: 46,XX ou 46,XY (caridtipo normal); DP: desvio padrédo; *: representa a
diferenca estatistica com p < 0,05 (Mann-Whitney U ou teste t) (comparagdes
entre os grupos cariotipo alterado e 46,X_).

Fonte: do autor.
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Tabela 5- Avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo e atividade da MPO

TBARS PC CAT MPO
(nmol.mL%) (nmol.mg™) (mmol.min™ . mL?)  (mU.mL?)
(média+DP) (média+DP) (média+DP) (média+DP)
Mulheres 20,7+11,4 0,100,02" 557,6£277,5 661,9+272,1
néo gestantes (n: 29) (n: 29) (n:19) (n: 33)
Gestantes  2°tri  22,5%7,7 0,11+0,04 560,4+227,9 745,2+289,6
(n: 20) (n: 18) (n:16) (n: 24)
3°tri 28,9+13,4 0,19+0,04%%*xn 880,6+290,1%*= 766,2+202,1
(n: 9) (n: 10) (n:6) (n: 10)
Gestantes
com 2°tri 22,249,0 0,13+0,04 644,3+380,4 674,6+208,6
malforma (n: 22) (n: 20) (n:20) (n: 22)
cdo fetal
3°tri 18,1+10,0 0,10+0,02%° 518,4+284,2° 645,3+144,8
(n: 10) (n:9) (n:10) (n: 10)

TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico; PC: proteina carbonilada;
CAT: catalase; MPO: mieloperoxidase; DP: desvio padrdo; **: representa a
diferenga estatistica com p < 0,001 (teste t) e *: representa a diferenga estatistica
com p < 0,01 (Mann-Whitney U) (comparagdo entre o segundo e o terceiro
trimestre do grupo de gestantes); *: representa a diferenca estatistica com p <
0,01 (teste t) (comparagio entre mulheres ndo gestantes e gestantes); *:
representa a diferenca estatistica com p < 0,001 (teste t) e * representa a
diferenca estatistica com p < 0,05 (Mann-Whitney U) (comparacdo entre os
terceiros trimestres gestacionais dos diferentes grupos); ==: representa a
diferenca estatistica com p < 0,001 (teste t) e =: representa a diferenca estatistica
com p < 0,05 (Mann-Whitney U) (comparacdo entre o terceiro trimestre do
grupo de gestantes e mulheres ndo gestantes).

Fonte: do autor.

A partir das amostras de LA coletadas para a realizacdo do
caridtipo fetal, foram feitas dosagens de AFP. A tabela 6 demonstra os
valores de referéncia de AFP no LA fornecidos pelo fabricante do kit
diagnostico, as medianas dos valores dosados e os valores calculados a
partir da regressdo log;o destas medianas. Para realizar a regresséo 10gio
foram excluidos os “outliers” e as amostras acima de 32 semanas de
gestacéo.

Com os valores da bula e os valores obtidos a partir da regressado
em logy, (tabela 6), foi calculado o multiplo das medianas (MoM) de
cada paciente: MoM (paciente) = resultado (paciente)/mediana (valor
fornecido pelo fabricante ou valor obtido a partir da regressdo logg). O
grafico da figura 14 demonstra os valores calculados a partir dessa
férmula.



Tabela 6- Concentragdes de AFP no LA de acordo com a idade gestacional.
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Idade Valores da No. Mediana Regressao (10gio)

gestacional bula observada (ug.mL™)
(semanas) (ug.mL™) (ug.mL™)

16 14,3

17 11,9 2 9,3 7,8

18 9,8 71

19 8,1 1 52 6,5

20 6,7 1 58 58

21 2 6,0 52

22 1 2,5 47

23 3 47 4,1

24 3,6

25 3 2,8 31

26 3 3,0 2,6

27 4 13 2,2

28 2 2,1 1,7

29 3 2,6 13

30 2 0,7 0,9

No.: nimero de
Fonte: do autor.

amostras.

Figura 14- Grafico de alfafetoproteina (MoM) versus idade gestacional.
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MoM: mdaltiplo das medianas calculado a partir da AFP; VMD: valores de
MoM a partir da regressdo log,, das medianas dosadas; VMF: valores de MoM
a partir dos valores fornecidos pelo fabricante.

Fonte: do autor.
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5.5 CORRELACOES

Os dados quantitativos foram correlacionados utilizando o teste
de correlagdo de Pearson ou Spearman de acordo com o tipo de
distribuicdo da amostra. Observou-se forte correlagdo negativa (p: -
0,789; p < 0,0001) entre a concentracdo de AFP nas amostras de liquido
amniotico e a idade gestacional. Considerando a amostra completa, o
indice total de dano (ITD) avaliado pela técnica do cometa também
apresentou correlacdo negativa com a idade gestacional (tabela 7).

Considerando todas as amostras, a frequéncia de MN
correlacionou positivamente com a idade, assim como o IDN.
Observou-se correlagdo entre MN, NPB, NBUD e IDN. A PC
correlacionou positivamente com MN, NBUD e IDN (tabela 7), porém
ao testar a correlacdo por grupo, verificou-se que apenas o grupo de
gestantes manteve a correlagdo de PC com MN (p: 0,430; p: 0,022),
NBUD (p: 0,363; p: 0,035) e IDN (p: -0,508; p: 0,006). Também
observou-se correlacdo entre PC e MPO. TBARS ndo correlacionou
com nenhum pardmetro gquantitativo.

5.6 HABITOS DE VIDA

Devido ao baixo consumo, pelas participantes do estudo, de
alguns itens (vegetarianismo, refrigerante, chimarrdo - llex
paraguaiensis, adocante) respondidos no questionario (ANEXO 1),
testes estatisticos ndo foram aplicados. Com relacdo ao consumo de
café, considerando a amostra completa, houve um aumento na
frequéncia de NBUDs (p = 0,03), nas participantes que consomem café
diariamente (4,6 = 2,8; n = 65) em comparacdo com as que nado
consomem café ou ndo tem este habito diario (2,8 £ 2,2; n = 30). As
participantes do estudo com histérico de fumo, somadas a Unica
participante que continuou fumando durante a gestacdo apresentaram
um aumento na frequéncia de MN (14,2 + 5,6; n = 21) (p = 0,02) em
relacdo as participantes que nunca fumaram ou fumaram por menos de
um ano durante a vida (11,4 + 4,8; n= 71). A média de idade foi
semelhante entre os grupos (historico de fumo: 30,1 + 5,6; sem historico
de fumo: 28,6 £ 6,3).
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Tabela 7- Correlagdes entre pardmetros quantitativos considerando todas as
participantes do estudo.
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IG: idade gestacional; ID: idade em anos; MN: micronlcleos; NPB: pontes
nucleoplasmaticas; NBUD: buds nucleares; IDN: indice de divisdo nuclear;
ITD: indice total de dano; PC: proteina carbonilada; MPO: mieloperoxidase; **:
a correlagdo é significativa no nivel 0,01; *: a correlagdo é significativa no nivel
0,05; p: rd de Spearman; r: coeficiente de correlagdo de Pearson.

Fonte: do autor.
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5.7 VALIDAGAO DA TECNICA DO COMETA EM AMNIOCITOS
DE AMOSTRAS DE LiQUIDO AMNIOTICO

Para a realizacdo desta técnica foram utilizadas as amostras de
liquido amniotico recém coletadas, chamadas neste trabalho de amostras
de liquido amniético bruto (LAB) e algumas das células fetais apds
serem cultivadas para a técnica do cariétipo, que chamaremos de liquido
amniotico pés-cultura (LAPC). No caso das amostras de LAB, o
material foi centrifugado a 300 g por 6 min, retirado o sobrenadante e o
pellet foi submetido a técnica do cometa conforme descrito nos métodos
deste trabalho (figura 15a).

Figura 15- Amostras de liquido amni6tico.

a: amostra de liquido amniético bruto submetido a técnica do cometa, seta
indica um amnidcito com dano 3 (barra representa 20 um); b: amostra de
liquido amnidtico bruto, seta indica a presenca de hemécias (barra representa 30
pm).

Fonte: do autor.

Ja as células do LAPC foram separadas em células eventualmente
soltas da superficie da garrafa e células aderidas. As eventuais células
soltas, mas sem indicio de contaminagdo da cultura celular, foram
retiradas da garrafa juntamente com o meio de cultura e colocadas em
um tubo conico. Foi adicionado 1 mL da solugdo tripsina (0,25%) /
EDTA (0,03%) na garrafa de cultura e esta solu¢do foi rapidamente
retirada da garrafa e acrescentada no mesmo tubo cénico com o meio de
cultura para inativar a tripsina. As células aderidas na superficie da
garrafa foram colhidas através da adicdo de mais 1,0 mL da mesma
solucdo de tripsina na garrafa de cultura, que desta vez permaneceu em
contato com as células por aproximadamente 40 seg. Durante este curto
periodo, a garrafa de cultura foi alternada entre a chapa aquecida (40°C)
e microscdpio invertido. Assim que foi observada a soltura das células,
algumas que por ventura ainda ficaram aderidas, foram soltas com a
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ajuda mecéanica através de algumas batidas do frasco na bancada. A
tripsina, juntamente com as células, foram colhidas com uma pipeta
Pasteur e transferidas para um tubo c6nico contendo 2 mL de RPMI
1640 suplementado com 20% de SFB para inativar a tripsina. Os tubos
conicos contendo as células soltas e as que estavam aderidas foram
centrifugados por 6 min a 300 g, o sobrenadante descartado e os pellets
submetidos a técnica do cometa conforme descrito na metodologia.

Com relacédo a técnica realizada a partir do LAB, a presenca de
sangue materno (figura 15b) foi detectada em algumas destas amostras.
Com isso foi feita a contagem de hemécias em camara de Neubauer.
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6 DISCUSSAO

O DNA é constantemente exposto a danos e a maquinaria do
reparo celular é capaz de reparar a maioria deles. Alguns danos
inevitavelmente escapam ao reparo, levando, com o tempo, ao acumulo
de mutacbes, sendo que a probabilidade de acimulo de instabilidade
genética sera maior quanto maior for a idade celular (AUNAN et al.,
2016). Neste trabalho, considerando a amostra completa, foi observada
correlacdo positiva da frequéncia de MN e correlacdo negativa do IDN
com a idade. Diversos autores relataram o aumento da frequéncia de
MN com a idade (BOLOGNESI et al., 1997; COPPEDE et al., 2007;
FENECH E BONASSI, 2011), com diferentes fatores podendo
contribuir para esta elevacdo, como aberragBes cromossOmicas
numéricas e estruturais causadas por diferentes tipos de exposi¢éo
(genotoxinas enddgenas, nutricdo inadequada e estilo de vida pouco
saudavel) e o efeito cumulativo de mutagBes adquiridas (genes
envolvidos no reparo do DNA, segregacdo cromossdmica e ponto de
controle do ciclo celular). As mulheres tendem a ter a frequéncia de MN
aumentada em relacdo aos homens. Até 72% dos MN observados nas
mulheres sdo representados pelo cromossomo X, com 37% destes
parecendo faltar o cinetécoro funcional, possivelmente pela inativacdo
do cromossomo X (HANDO et al., 1994; FENECH e BONASSI, 2011,
FENECH et al., 2011). O IDN avalia o estado proliferativo das células
viaveis, e no caso dos linfécitos, € também uma medida da resposta
mitogénica, sendo Gtil como biomarcador da funcdo imune (FENECH,
2007). Ao longo dos anos, ocorre, dentre outras alteragdes, uma
diminuicdo da atividade proliferativa de linfocitos T com consequente
queda na resposta imune (AKBAR et al., 2016). A correlacdo do IDN
com a idade, neste trabalho, esta de acordo com as mudancas percebidas
no sistema imune com o passar dos anos.

A frequéncia de MN apresentou-se elevada no grupo de gestantes
em relacdo as mulheres, com média de idade semelhante entre os
grupos. Diferentes autores (SHARMA e DAS, 1986; GHOSH e
GHOSH, 1988) observaram um aumento na frequéncia de troca de
cromatides irmas (TCIs) nas gestantes em relacdo a mulheres néo
gestantes. As TCls sdo trocas simétricas entre cromatides irmas, que
ocorrem naturalmente durante o processo de replicacdo do DNA.
Estima-se que ocorram de 3 a 4 trocas por célula durante este processo,
porém em determinadas situacOes a frequéncia destas trocas pode estar
aumentada (WILSON e THOMPSON, 2007), sendo esse aumento um
indicativo de instabilidade gendmica. O aumento na frequéncia de MN
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no grupo de gestantes ndo poderia ser atribuido a diferentes taxas de
crescimento dos linfécitos no CBMN - citoma, ja que o IDN
permaneceu constante nos grupos avaliados. Uma possivel explicacdo
seria que ao final da gestacdo ha uma mudanca na proporcao relativa das
subclasses de linfocitos T (SCHOBER et al., 2012), podendo alguma
delas apresentar uma alteracdo na frequéncia de troca entre cromatides
irmads espontaneas (SHARMA e DAS, 1986) ou na frequéncia de
formacdo de MN. No estudo realizado por Sharma e Das (1986) a
frequéncia aumentada de TCls foi percebida ao comparar gestantes de
terceiro trimestre com mulheres ndo gestantes. Neste trabalho, o
aumento de MN também foi percebido principalmente no terceiro
trimestre gestacional do grupo de gestantes.

Considerando a amostra completa, observou-se correlagdo
positiva da proteina carbonilada (PC) com MN e NBUD, e correlacéo
negativa com IDN (tabela 7). Ao avaliar a correlacdo destes pardmetros
por grupo, o grupo de gestantes foi o Unico que manteve a correlagao.
Outros fatores devem ser levados em consideracdo em relagdo ao
aumento da frequéncia de MN no grupo de gestantes. Este aumento,
observado principalmente no terceiro trimestre, pode estar relacionado
ao aumento de estresse oxidativo relatado neste periodo gestacional
(CARONE et al., 1993; PATIL et al., 2007). Somado a isto, outros
fatores ainda ndo conhecidos podem ter levado ao aumento da
frequéncia de MN. Fenech (2011), ao revisar a literatura, relatou que o
aumento anormal na frequéncia de microntlcleos em linfécitos de
sangue periférico foi associado a complicacbes na gestacdo como
aborto, pré-eclampsia e CIUR, porém o proprio autor observa que a
associacdo da expressdo de MN com infertilidade e complicacdes da
gravidez estdo apenas no inicio.

Observou-se correlacdo positiva entre os parametros MN,
NBUDs e NPB, e correla¢do negativa de todos com o IDN (tabela 7).
Apesar da formacéo destas anomalias nucleares (MN, NBUDs e NPB)
ocorrer através de diferentes mecanismos moleculares, todos s&o
considerados biomarcadores de eventos genotdxicos e instabilidade
cromossdmica (FENECH, 2007). Houve correlagdo positiva entre PC e
MPO. A dosagem de PC determina o contetido carbonil em proteinas
oxidativamente modificadas (BURTON e JAUNIAUX, 2011) e a MPO
tem um papel importante nas reagdes inflamatérias (SOUBHYE et al.,
2016). Neutrdfilos e mondcitos ativados sintetizam e secretam MPO,
gue uma vez na circulagdo, pode ser sequestrada pelo espago
subendotelial e se acumular na matriz celular. Com isso, a MPO pode
ser uma fonte de EROS e ERNs, e consumo de antioxidantes, levando
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ao estresse oxidativo (HUNG et al., 2012). Além disso, 0s grupos
carbonil podem ser gerados nas proteinas por reacdo direta do acido
hipocloroso (WILKIE-GRANTHAM et al., 2015).

O aumento das demandas metabdlicas do feto em crescimento
leva a0 aumento do estresse fisiologico e metabdlico materno
(BUKHARI et al., 2011). Toescu e colaboradores (2002) relataram que
mudangas acentuadas no metabolismo lipidico de gestantes
(hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia com preponderancia das
subfracdes de LDL pequenas e densas) correlacionaram com aumento
de hidroperoxido lipidico a medida que a gestacdo avanca. Esta
hiperlipidemia, caracteristica no periodo gestacional tardio, é associada
a elevacdo do estresse oxidativo (BUKHARI et al., 2011). Neste estudo,
comparacdes dos parametros que avaliam o estresse oxidativo no grupo
de gestantes demonstraram um aumento significativo da PC (p < 0,001)
e uma tendéncia de aumento de TBARS (p = 0,208) do segundo para o
terceiro trimestre. O aumento de produtos de lipoperoxidagdo do
segundo para o terceiro trimestre gestacional foi relatado por diferentes
autores (CARONE et al., 1993; PATIL et al., 2007; ATIBA et al,,
2014). Também houve um aumento significativo dos produtos de
oxidacdo proteica (p < 0,001) e um aumento dos produtos de
lipoperoxidagdo, porém nao estatistico (p = 0,078), no terceiro trimestre
das gestantes em comparacdo as mulheres ndo gestantes, em
concordancia com o observado por outros autores (MORRIS et al.,
1998; ZUSTERZEEL et al., 2000).

Ha diferentes relatos relacionados a atividade da CAT na
gestacdo normal. Foram observados valores aumentados nos trés
trimestres de gestacdo em relagdo a mulheres ndo gestantes
(ADEMUYIWA et al., 2007), com valores constantes (CARONE et al.,
1993) nos trés trimestres gestacionais, ou diminui¢do do segundo para o
terceiro trimestre gestacional (PATIL et al, 2007). Neste trabalho,
percebeu-se um aumento na atividade da CAT do segundo para o
terceiro trimestre gestacional do grupo de gestantes, assim como um
aumento no terceiro trimestre de gestacdo em relacdo as mulheres néo
gestantes.

Com relacdo aos diferentes trimestres gestacionais do grupo de
gestantes com malformacéo fetal, percebeu-se que as gestantes do
segundo trimestre apresentaram valores semelhantes as gestantes de
segundo trimestre do grupo de gestantes para os marcadores testados.
No entanto, as gestantes com malformacdo fetal no terceiro trimestre,
apresentaram uma diminui¢do nos parametros PC, NPB e CAT em
relacdo as gestantes no mesmo periodo gestacional. Peter Stein e
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colaboradores (2008) observaram uma excre¢do urinaria inferior de 8-
OHdG em maes de fetos com defeitos congénitos em relagdo aos outros
participantes do estudo. O autor relata que este é o oposto do que se
esperava de um modelo simples de estresse oxidativo, em que o
aumento da oxidacdo do DNA leva ao dano fetal. Em nosso estudo, seis
dos fetos das gestantes do grupo de gestantes com malformacéo fetal no
terceiro trimestre gestacional apresentavam algum tipo de malformacéo
cardiaca, sem alteracdo de cariétipo. Zhang e colaboradores (2012)
avaliaram o efeito do alelo ALDH2*2 na cardioprotecdo de pacientes
com malformac&o cardiaca congénita. O estudo associou os portadores
deste alelo com malformacdo cardiaca congénita cian6tica a um
fenotipo de remodelacdo metabdlica induzida e um pool de GSH
compensatorio no miocardio. Gestante e feto estdo intimamente
conectados, sendo inclusive observadas fortes correlagbes positivas
entre 0s marcadores de estresse oxidativo (MDA) no plasma materno e
no corddo umbilical de fetos de 24 a 28 semanas (LUO et al., 2015).
Neste trabalho, os fetos com malformacéo cardiaca congénita e as maes
poderiam apresentar algum genotipo que induza uma remodelacéo
metabolica e leve a este resultado diferenciado das gestantes de terceiro
trimestre do grupo de gestantes. Deve-se também ser levado em
consideracdo que o diagnostico da malformacdo fetal feito
anteriormente na gestacdo, pode ter levado a mudangas em alguns
habitos [ex. uso de vitaminas (FURNESS et al., 2013), habitos de vida
saudaveis (FURNESS et al., 2011)] na tentativa de evitar maiores danos
ao feto.

Peitryga e colaboradores (2017) correlacionaram baixas dosagens
de GSH com o risco de aberragbes cromossdmicas e malformacdes
congénitas em fetos de gestantes testadas no fim do primeiro trimestre
gestacional. O primeiro trimestre, principalmente até a oitava semana, é
0 periodo mais critico para o desenvolvimento de malformagoes fetais.
Estudos em modelos animais de embriopatia diabética relacionaram o
aumento do estresse oxidativo induzido por hiperglicemia, nas fases
iniciais da gestacdo, ao aumento na frequéncia de malformaces fetais
em gestantes diabéticas (LOEKEN, 2004). Estudos em humanos em
fases tdo iniciais da gestacéo sdo dificultados muitas vezes pela falta de
conhecimento do estado gestacional, entre outros fatores (CLAPES et
al., 2013).

As malformacBes congénitas sdo importantes causas de
mortalidade infantil, doengas cronicas e incapacitantes, sendo o
resultado da combinacéo de diferentes fatores. Um dos fatores que leva
as malformacOes fetais sdo as anormalidades cromossémicas fetais
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(WHO, 2018), sendo neste trabalho investigadas através da andlise do
cariétipo fetal a partir da coleta de liquido amniético. O grupo das
gestantes com fetos cromossomicamente anormais apresentou média de
idade superior, aumento na atividade de MPO, frequéncia de NBUDs,
frequéncia de NPB e diminuicdo do IDN em relacdo as gestantes com
fetos cromossomicamente normais. Com o0 avanco da idade materna ha
um aumento na probabilidade de aneuploidia (HASSOLD e HUNT,
2009). Hassold e Hunt (2009) ao revisarem a literatura, relataram que
provavelmente existam multiplas causas de ndo disjuncdo relacionadas
ao aumento da idade materna e gestages cromossomicamente
anormais. Foi inclusive sugerido que cromossomos diferentes possuem
rotas diferentes para a ndo-disjungdo dependente e independente da
idade. A sindrome de Down é a anormalidade cromossdmica mais
frequente, sendo assim a mais estudada. Especificamente com relacéo a
esta sindrome, a andlise de células de ovario fetal demonstrou altas
quantidades deste  mosaicismo, relacionando o atraso ho
desenvolvimento dos o6citos com trissomia do cromossomo 21, com o
retardo na ovulacéo destes oocitos em comparagdo aos 00citos normais.
A explicacdo seria entdo que o grupo de foliculos em crescimento que
contém um o06cito trisbmico aumenta com a idade, e ndo porque a
incidéncia de ndo-disjungdo do cromossomo 21 aumenta nos odcitos
normais.

Em outra abordagem, foi relatado o aumento na frequéncia de
MN em pais (considerando o casal) (SILVA-GRECCO et al., 2012) e
mées (COPPEDE et al., 2007) de criangas com SD, indicando que maes
de individuos com SD sdo mais propensas a danos cromossomicos e
eventos de mal-segregacdo em linfocitos periféricos (COPPEDE et al.,
2007). Ao analisarmos separadamente cada um dos cariétipos obtidos,
observamos que as gestantes com fetos portadores de SD (tabela 4)
apresentavam uma frequéncia elevada de MN em relacdo as outras
sindromes. No entanto, a frequéncia de MN correlacionou
positivamente com a idade e a média de idade destas gestantes foi
superior a média encontrada nas gestantes com cariétipo normal.
Coppede e colaboradores (2010) estudaram mées com menos de 35 anos
com filhos com sindrome de Down e sugeriram uma ligacdo entre
polimorfismos em genes metabolicos do folato e risco para SD, através
da relacdo da frequéncia de MN com diferentes gendtipos de genes
metabdlicos do folato (MTHFR 677TT, RFC1 80AA, TYMS 1494 6bp
+/+, TYMS 28bp 3R/3R ¢ MTR 2756AA). Os autores sugerem
conexdes biologicas complexas entre as variaveis estudadas e as duas
condicOes (ser mée de individuos com SD ou mde controle). Ainda, o
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mesmo autor, em trabalho recentemente publicado (COPPEDE et al.,
2016), sugere que as epimutacdes na metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR) (gene da via do folato) provavelmente contribuem para o
aumento da instabilidade gendmica observada em células de maes de
individuos com SD, podendo desempenhar um papel no risco de
nascimento de crianca com SD. Neste trabalho, NBUDs e NPB
apresentaram valores aparentemente elevados em relacdo as gestantes
com cariétipo normal, concordando com os achados de aumento da
instabilidade genémica em mées de individuos com SD. O aumento de
MPO em gestantes de fetos com SD, verificado neste trabalho, concorda
com os trabalhos que sugerem a presenca de possiveis mecanismos
inflamatdrios em gestantes com fetos com SD (PINTO et al., 2015;
ZBUCKA-KRETOWSKA et al., 2017).

A presenca de malformagdes fetais pode ser sugerida através da
pesquisa de marcadores bioquimicos no sangue materno. A dosagem de
AFP estd bem estabelecida como preditiva de complicacGes da gravidez.
Inclusive, um artigo publicado recentemente (SHARONY et al., 2016)
sugere que a relacdo entre a AFP dosada no plasma e no LA pode servir
como um preditor de CIUR e nimero de semanas para o parto. A AFP
dosada no LA pode ser utilizada de forma complementar a
ultrassonografia morfolégica para melhorar o diagnéstico de
anormalidades fetais (FLICK et al., 2014). A AFP atinge a maxima
concentracdo no LA ao final do primeiro trimestre, declinando
exponencialmente entre 14 e 32 semanas de gestacdo (WYSZYNSKI,
2005). Neste trabalho, as amostras de LA foram coletadas entre 16 e 33
semanas de gestacdo, sendo a correlacdo fortemente negativa da AFP
com a idade gestacional (tabela 7) esperada para essa faixa de 1G. Uma
vez que as concentracdes de AFP apresentam valores muito diferentes
de acordo com a IG, os valores sdo expressos usualmente como
multiplos da mediana (MoM), permitindo a comparacédo dos valores de
AFP nas diferentes idades gestacionais (WALD etal., 1977).

Foram utilizados os valores de referencia fornecidos pelo
fabricante do kit para comparacdo dos dados. No entanto, o fabricante
fornece valores de referencia apenas entre 15 e 20 semanas de gestacdo.
Desta forma, foi feita uma regressdo em log;,, com as amostras
coletadas neste trabalho, para permitir a comparacdo entre elas. Os
valores desta curva ficaram proximos, mas inferiores aos valores de
referencia da bula. A curva foi construida com um reduzido nimero de
amostras e com amostras de gesta¢Oes anormais, sendo esperada certa
variagdo em relacdo aos dados fornecidos pelo fabricante. Como as
amostras foram coletadas até 33 semanas de gestagdo e a queda
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exponencial da AFP no LA é observada até 32 semanas, as amostras que
ficaram acima de 32 semanas ndo foram incluidas nesta analise.

Na literatura, valores acima de 2,5 MoM no LA foram
relacionadas a defeitos no fechamento do tubo neural (NTD) (LEGUY
et al, 2011). Neste trabalho, foram analisadas as concentragdes
exacerbadas (acima de 2,5 MoM) de AFP no LA caso a caso,
entendendo as possiveis causas da elevacdo. As amostras coletadas em
idade gestacional superior a 20 semanas foram comparadas com a curva
calculada a partir da regressdo de log;g (tabela 6). Como os valores desta
curva ficaram mais baixos que os valores fornecidos pelo fabricante,
apenas os valores acima de 3,0 MoM foram analisados.

A amostra de LA com valor de 12,5 MoM utilizando a
comparagdo com as outras amostras (VMD) ou 7,5 MoM utilizando os
valores fornecidos pelo fabricante (VMF) (figura 14) foi de um feto com
encefalocele (um tipo de malformacdo relacionada ao fechamento
inadequado do tubo neural). Nos fetos com defeito no fechamento do
tubo neural, a AFP passa diretamente para o liquido amniético causando
niveis expressivamente altos de AFP (WYSZYNSKI, 2005). Valores de
até 9,3 MoM foram encontrados em fetos com NTD por Leguy e
colaboradores (2011). Outras duas amostras com valores 5,4 MoM
(VMD) ou 3,9 MoM (VMF) e 11,1 MoM (VMD) foram de fetos com
onfalocele (malformacdo na parede abdominal). Palomaki e
colaboradores (1988) observaram mediana de 4,1 MoM (0,5 a 29,8) de
AFP nesse tipo de malformacdo fetal. A onfalocele é um defeito da
parede abdominal média com a extrusdo de visceras abdominais, coberto
por um saco membranoso, com isso, ocorre, com maior facilidade, a
passagem de proteinas plasmaticas fetais para o LA (STOLL et al.,
2008).

Além das diferentes alteragdes bioquimicas relatadas em
gestantes, alteragdes hormonais também sdo observadas. Neste trabalho,
houve correlacdo negativa entre a IG e o indice de dano total obtido
através da técnica do cometa. Os niveis de progesterona e 17p-estradiol
aumentaram progressivamente ao longo da gestacdo (OLUWATAYO et
al., 2016). A concentragdo sérica de 17B-estradiol, um antioxidante
natural que pode desempenhar um papel protetor durante a gravidez,
pode afetar os niveis de dano ao DNA, conforme demonstrado por
Kalemba-Drozdz (2015). O autor encontrou correlagdo negativa entre a
concentragdo de 17B-estradiol e o nivel de pirimidinas e purinas
oxidadas, bem como com os sitios alcali-1abeis.

Com relag&o aos habitos de vida obtidos através do questionério,
considerando a amostra completa, as participantes que tinham o hébito
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de ingerir café diariamente apresentaram aumento na frequéncia de
NBUDs em relacdo as que ndo tomavam café ou que ndo tinham este
habito diario. Na literatura, os relatos dos possiveis efeitos do consumo
de café ndo sdo conclusivos, inclusive sendo em grande parte
discordantes (SMITH et al., 1990; BARALE et al., 1998; KIEFER e
WIEBEL, 1998; DAMIANI et al., 2017; LADEIRA et al., 2017). Os
NBUDs sdo o resultado da amplificacdo do DNA, que é eliminada
através de brotacdo nuclear (FENECH, 2007). O café pode causar
amplificacdo de genes relacionados a intoxicacdo celular, expressando
NBUDs. Considerando a amostra completa, as participantes que fumam
ou fumaram por mais de um ano apresentaram aumento na frequéncia de
MN em relacdo as participantes que nunca fumaram ou fumaram por
menos de um ano durante a vida. Nefic e Handzic (2013) encontraram
correlagdo positiva entre a frequéncia de MN e 0s anos de fumo. Sugere-
se que os linfocitos de fumantes cometem mais erros no reparo do dano
ao DNA do que as células de ndo fumantes (AU et al., 1991).

Com relagdo a validagdo da técnica do cometa em amostras de
liguido amnidtico, percebeu-se que nas situagfes de contaminacdo da
amostra com sangue materno (figura 15b), a técnica fica prejudicada.
Uma vez que o liquido amnidtico apresenta baixa celularidade, uma
pequena contamina¢do com sangue materno pode levar a uma falsa
avaliagdo de dano dos leucécitos maternos em vez de amnidcitos fetais.
Para garantir que uma quantidade insignificante de sangue materno
esteja presente no liquido amnidtico, a amostra poderia ser submetida a
uma contagem de hemacias em camara de Neubauer. Assim, ao se
detectar concentragdes de até 1000 hmmL™ (ABDEL-RAZEQ et al.,
2010) seria seguro prosseguir com a analise da amostra. A sugestao de
contagem de hemaécias é pela facilidade na identificacdo deste tipo
celular em microscépio Optico, pois pode ndo ser tdo facil fazer a
distingdo entre os leucécitos e amnidcitos.

Quanto ao LAPC, a técnica do cometa foi realizada nas eventuais
células soltas de forma separada das células aderidas. A técnica
realizada com as células soltas demonstrou a predominancia de dano 4.
J4 a técnica feita com as células aderidas das mesmas amostras
apresentaram danos variados. Isto sugere que estas células soltas
provavelmente estavam em processo de morte celular. As células
aderidas apresentaram danos variados provavelmente condizendo mais
com o dano das células fetais em cultura. Neste caso, as células ja
passaram por varias divisdes celulares e o dano avaliado pode estar
sendo influenciado pelas condigdes da cultura celular, além da
influéncia in vivo da vida intrauterina fetal.
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7 CONCLUSAO

A gestacdo é um processo fisioldgico que pode levar a alteracdes
nos pardmetros de estresse oxidativo e nos marcadores de instabilidade
genbmica durante a evolucdo em comparacdo com mulheres ndo
gestantes.

Considerando o segundo trimestre de gestacdo, ndo houve
diferenca nos parametros analisados entre o grupo de gestantes com
malformacdo fetal e o grupo de gestantes. Ja, com relacdo as gestantes
no terceiro trimestre gestacional, o grupo de gestantes com malformacéao
fetal apresentou uma redugéo de PC, CAT e NPB em comparagdo com o
mesmo periodo gestacional do grupo de gestantes.

As gestantes com fetos com cari6tipo alterado apresentaram
aumento NBUD, NPB, MPO e idade, e diminuicéo do indice de divisdo
nuclear (IDN) em comparagdo as gestantes com fetos com cari6tipo
normal. Essas altera¢fes foram induzidas principalmente por gestantes
com fetos com sindrome de Down.

Considerando a amostra completa, as participantes que
costumavam tomar café diariamente apresentaram frequéncia de NBUD
aumentada em comparacdo com aqueles que ndo bebiam café ou nédo
possuiam esse habito diario, evidenciando uma resposta celular por
amplificacdo de genes ligados a intoxicacao.

Com relacdo a técnica do cometa em amniocitos é possivel
realizar a técnica tanto nas células antes da cultura, quanto nas células
apos a cultura celular, tomando os devidos cuidados.

Os resultados do presente estudo valem para os periodos
gestacionais estudados, ndo sendo possivel concluir sobre a possivel
alteracdo destes marcadores em outros periodos do desenvolvimento
fetal.

Sendo assim, a alteracdo em alguns marcadores avaliados neste
trabalho, sugere o aumento de estresse oxidativo e instabilidade
gendmica no grupo de gestantes, principalmente no terceiro trimestre
gestacional. A alteragdo de parametros, observada nas gestantes com
fetos com cariétipo alterado, sugere maior instabilidade genémica
nessas gestantes. Como foi necessario dividir a amostra em grupos
menores para compreender melhor os dados, sdo necessarios outros
estudos abrangendo um maior nimero de casos de cada uma das
diferentes situagdes abordadas neste trabalho, para permitir uma melhor
compreensdo dos fatores envolvidos em cada situagéo.

Com isso, sugere-se a realizacdo de futuros estudos relacionando
alteracbes em marcadores de estresse oxidativo e instabilidade
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gendmica, observados principalmente no terceiro trimestre gestacional
nesse trabalho, as diferentes caracteristicas clinicas do parto, com o
intuito de melhor compreender a influéncia desses pardmetros na
gestacdo. Sugere-se ainda a realizacdo de estudos com maior nimero de
casos do mesmo tipo de malformacao fetal, com alteracdo de caridtipo
ou nédo, em relacdo a instabilidade gendmica e estresse oxidativo, e em
conjunto com a pesquisa de diferentes gendtipos, permitindo entender
separadamente os fatores envolvidos em cada uma delas. Estudos
utilizando a técnica do cometa para avaliar o indice de dano ao DNA em
amniocitos antes e ap6s a cultura celular, nos diferentes tipos de
malformacdo fetal e em relacdo a idade gestacional, poderiam ser
realizados para verificar as influencias do dano de DNA nas diferentes
condicdes fetais.
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ANEXO |

QUESTIONARIO DE SAUDE PESSOAL
(De acordo com modelo recomendado por: International Commission
for Protection against Environmental Mutagens and Carcinogens
(ICPEMC). Mutation Research, 204:379-406, 1988)

Leia e responda cuidadosamente as seguintes questdes. A
informa¢ao dada por vocé ndo sera associada com o seu nome, sendo
conhecida apenas pelos pesquisadores associados a este estudo. As
respostas deste questionario poderdo ter influéncia direta na
interpretacdo de nossos resultados. Por isso, contamos com sua
cooperagdo em fornecer informagdes corretas.

Obrigado pelo seu interesse.

1. Nome:
Data: / /
2. Para ser preenchido pelo pesquisador: Codigo n.:

Essa folha sera destacada das demais do questionario e arquivada.
Apenas o numero do codigo serd usado como identificacdo nas
préximas paginas. Se espacos adicionais forem necessarios para
completar uma resposta, por favor escreva atrds da pagina e identifique
0 complemento da resposta com o nimero da questdo.
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Codigo n.:
HISTORIA PESSOAL
3. Data de hoje:
4. Qual a sua idade? (em anos).
5. Sexo: () Masculino () Feminino
6. A qual grupo étnico vocé pertence:
() Caucasiano ( ) Negro () Chinés () Japonés

() Outro. Qual?
7. Qual o seu estado civil?
() Casado () Solteiro () Separado () Divorciado
() Vitvo
8. De quantos filhos vocé ¢ mae natural (isto é, ndo inclua filhos
adotados e de criacdo, e inclua filhos que moram separadamente)?

HISTORIA DE FUMO

9. Alguma vez vocé fumou? ( ) Sim ( )Nao

Se ndo, passe para a questdo 10. Se sim, continue:

a) Quanto tempo vocé fumou? (em anos)

b) Vocé fuma atualmente? ( ) Sim ( ) Nao
Se sim, passe para a 9.c)

Se ndo: Quando vocé parou de fumar? (més e
ano).
¢) Vocé fuma cigarros? ( ) Sim ( ) Néo

Se sim, quantas carteiras por dia?
() Menos de Y% carteira

( )'%al carteira

() Mais de 1 carteira,quantas?
Vocé fuma cigarros com filtro? () Sim ( ) Nao
Qual a sua marca usual?

d) Vocé fuma charutos? ( ) Sim ( )Nao
Se sim, quantos charutos por dia?
() 1 charuto

() 2 a3 charutos
()4 ou mais charutos. Quantos?
e) Vocé fuma cachimbo? () Sim ( )Nao
Se sim, quantas vezes por dia?
( )1vez
( )2a3vezes
() 4 ou mais vezes. Quantas?
f) O que vocé fumava no passado?
() Cigarros
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Codigo n.:
() Charutos
() Cachimbo
g) Vocé mastiga tabaco? ( ) Sim ( ) Nao
DIETAS
(deve refletir apenas os habitos frequentes)
10. Vocé come apenas vegetais?( ) Sim ( )Nao
11. Vocé come carne? ( ) Sim ( )Nao

a) Se sim, com que frequéncia vocé come o seguinte:
Dias por semana

1a2 3a4 5a6 todos dias
Carne bovina () () () ()
Peixe () () () ()
Galinha () () () ()
Porco () () () ()
Outras () () () ()

b) Como vocé prefere sua carne? () Mal passada () No ponto
() Bem passada
12. Vocé usa adogantes? ( ) Sim ( ) Nao
Quantos por dia?
13. Vocé bebe refrigerantes? ( ) Sim ( ) Niao
Quantos por dia?
14. Comente sobre sua dieta, caso ela tenha algo de especial (por
exemplo, dieta rica em proteinas e pobre em carboidratos, etc).

15. Vocé bebe café? ( ) Sim ( ) Nao
Quantos xicaras pequenas por dia?

16. Vocé bebe cha? () Sim ( ) Nao
Quantos xicaras por dia?

17. Vocé toma chimarrao? () Sim ( )Nao
Com que frequéncia?

18. Vocé bebe cerveja? ( ) Sim ( )Nao

Se sim, por favor indique sua média de consumo semanal:
() 1-6 garrafas por semana ou menos.
() 7-12 garrafas por semana.
() 13-24 garrafas por semana.
() Mais de 24 garrafas por semana. Quantas?
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Codigo n.:
19. Vocé bebe vinho? () Sim ( ) Nao
Se sim, por favor indique sua média de consumo semanal:
() 1-4 copos por semana ou menos.
() 5-8 copos por semana.
() 9-16 copos por semana.
() Mais de 16 copos por semana. Quantos?
20. Vocé bebe outras bebidas alcoolicas (excluindo cerveja e Vlnho)‘?
() Sim ( )Nao
Se sim, qual ou quais?
Por favor, indique sua média de consumo semanal:
() 1-4 copos por semana ou menos.
() 5-8 copos por semana.
() 9-16 copos por semana.
() Mais de 16 copos por semana. Quantos?

HISTORIA GENETICA

21. Vocé tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou outra
desordem genética ou doenga hereditaria que tenha afetado seus pais,
irmaos, irmas ou seus filhos?
() Sim ( )Nao
Se sim, por favor especifique:
22. Vocé ou a sua esposa teve ou tem dificuldade para engravidar?
() Sim ( )Nao
Se sim, por favor especifique:
23. Vocé ja teve um filho que tenha nascido prematuramente ou que
tenha sido abortado?
() Sim ( ) Nao
24. Vocé tem um gémeo idéntico vivo? () Sim ( )Nao




105

ANEXO Il

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (sangue periférico):
Projeto: Avaliacao da instabilidade genomica e estresse oxidativo de
gestacdes que apresentam malformacdes fetais.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que
consiste na avaliagdo das alteracdes encontradas no sangue de gestantes
com malformagodes fetais. Esta pesquisa esta associada ao projeto de
mestrado de Flora Troina Maraslis, do programa de Pos-Graduagdo em
Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina. A realizag¢do deste
estudo permitird entender melhor a correlagdo entre as alteragdes fetais,
estresse oxidativo e possivel dano de DNA.

Se vocé aceitar, serdo colhidas duas amostras de sangue de 4
mL e serd aplicado um questionario. Na coleta de sangue vocé pode
sentir algum desconforto e em alguns casos pode ocorrer a formagao de
um hematoma no local da pung¢do. Durante os procedimentos de coleta
de sangue e de dados vocé estara sempre acompanhado por um dos
pesquisadores, que lhe prestara toda a assisténcia necessaria ou acionara
pessoal competente para isso.

Caso tenha alguma duvida sobre os procedimentos ou sobre o
projeto vocé podera entrar em contato com o pesquisador a qualquer
momento pelo telefone ou e-mail abaixo. Sinta-se absolutamente a
vontade em nao participar ou deixar de participar da pesquisa a qualquer
momento, sem ter que apresentar qualquer justificativa. Se decidir
deixar de participar da pesquisa vocé ndo terd qualquer prejuizo no
atendimento médico-laboratorial.

Os pesquisadores serdo os Unicos a ter acesso aos dados e
tomardo todas as providéncias necessarias para manter o sigilo, mas
sempre existe a remota possibilidade da quebra do sigilo, mesmo que
involuntario e ndo intencional, cujas consequéncias serdo tratadas nos
termos da lei. Caso vocé tenha algum prejuizo material ou imaterial em
decorréncia da pesquisa podera solicitar indenizagdo, de acordo com a
legislagao vigente e amplamente consubstanciada. Os resultados deste
trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou revistas cientificas,
onde sera mostrado apenas os resultados obtidos como um todo, sem
revelar seu nome, institui¢do ou qualquer informagdo relacionada a sua
privacidade.

A legislagdo brasileira ndo permite que vocé tenha qualquer
compensacdo financeira pela sua participacdo na pesquisa. Vocé nédo
terd nenhuma despesa advinda de sua participacdo nesta pesquisa, ja que
a coleta de amostra e aplicacdo do questionario serdo realizadas neste
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momento, sem custo algum. Com relacdo aos exames realizados, 0s
resultados serdo entregues a vocé pela pesquisadora principal que fard a
orientacdo sobre os habitos que favorecem a melhora dos indicadores de
estresse oxidativo e melhora da qualidade de vida. Sua participa¢do na
pesquisa ajudara a compreender alguns fatores envolvidos nas
malformac0es fetais, contribuindo para um melhor entendimento das
alteracdes que ocorrem no organismo relacionadas as malformagdes.

Duas vias deste documento estdo sendo rubricadas e assinadas
por vocé e pelo pesquisador responsavel. Guarde cuidadosamente a sua
via, pois é um documento que traz importantes informac6es de contato e
garante os seus direitos como participante da pesquisa.

Eu,
RG , li este documento (ou tive este documento lido
para mim por uma pessoa de confianga) e obtive dos pesquisadores
todas as informagdes que julguei necessarias para me sentir esclarecido
e optar por livre e espontanea vontade participar da pesquisa.

O pesquisador responsavel, que também assina esse documento,
compromete-se a conduzir a pesquisa de acordo com o que preconiza a
Resolugdo 466/12 de 12/06/2012, que trata dos preceitos éticos ¢ da
protegdo aos participantes da pesquisa. Vocé€ podera entrar em contato
com o pesquisador Prof. Sharbel Weidner Maluf, pelo telefone 3721-
8081 (Laboratério de Analises Clinicas do HU UFSC), e-mail
s.malufl@ufsc.br. Vocé também podera entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC pelo telefone (48)
3721-6094, e-mail cep.propesq@contato.ufsc.br ou pessoalmente na rua
Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401, Trindade,
Florianopolis/SC.

Data:  / /

Nome e assinatura do Paciente ou Voluntario

Assinatura do Pesquisador Principal Flora Troina Maraslis

Assinatura do Pesquisador Responsavel Sharbel Weidner Maluf


mailto:s.maluf@ufsc.br
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ANEXO 111

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (liquido amniotico):
Projeto: Avaliagdo da instabilidade genémica e estresse oxidativo de
gestacdes que apresentam malformacdes fetais

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que
consiste na avaliacdo das alteracdes encontradas no liquido amniético de
gestantes com malformac0es fetais, a partir de uma aliquota da amostra
coletada para realizacdo dos exames que Ihe foram solicitados por seu
médico. Esta pesquisa esta associada ao projeto de mestrado de Flora
Troina Maraslis, do programa de P6s-Graduacdo em Farmécia da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Se vocé aceitar, uma aliquota da amostra de liquido amniético
colhida para os exames solicitados pelo seu médico sera utilizada para
avaliacdo de estresse oxidativo e instabilidade gendmica, e seu
prontudrio serd consultado com o intuito de verificar se algum fator de
salde ou medicamentos utilizados podem estar relacionados aos
resultados obtidos. Durante o0s procedimentos de coleta liquido
amnidtico e de dados vocé estara sempre acompanhado por um dos
pesquisadores, que Ihe prestara toda a assisténcia necessaria ou acionara
pessoal competente para isso.

A coleta de liquido amnidtico é um procedimento obstétrico que
consiste na coleta de liquido amniodtico para fins diagndsticos e
terapéuticos. A indicacdo mais comum é a pesquisa de doencas
cromossOmicas no feto, como Sindrome de Down, Edwards, Patau e
Turner. Pode ser realizada no préprio consultério, sem necessidade de
anestesia, na qual uma agulha fina é introduzida no abdome materno
com o objetivo de alcancar a cavidade uterina. Esse procedimento é
guiado por ultrassonografia para que o médico possa identificar um
local longe do feto e da placenta, mas rico em liquido amnidtico. Cerca
de 20 mL de liquido séo aspirados e enviados para avaliacdo genética.

A amniocentese transabdominal ¢ uma técnica usual e largamente
empregada com riscos considerados extremamente pequenos de acordo
com as citagdes da literatura pertinente. Dentre eles, destacam-se pungao
placentaria, puncdo fetal, puncdo do corddo, rotura da bolsa d’agua,
desencadeamento do parto e/ou aborto, infecgdes, enjoos, hemorragia
materna e fracasso do procedimento. O risco materno € praticamente
zero e o risco do procedimento provocar o abortamento ¢ em torno de 1-
2 para mil.

Com relagdo ao acompanhamento, a maternidade do HU-UFSC
dispde de uma equipe integrada multidisciplinar envolvida no
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acolhimento da gestante e familiares com diagndstico intrauterino de
malformagdes composta por psicologos, assistentes sociais, enfermeiras,
médicos obstetras e geneticista. Além do diagndstico, ¢ oferecido
acompanhamento por esses profissionais a fim de minimizar os efeitos
psicossociais do processo, orientacdo psicologica, juridica (em casos de
interrupcdo da gestagdo por incompatibilidade com a vida), tratamento
intrauterino quando disponivel e aconselhamento genético para futuras
gestacoes.

A legislacdo brasileira ndo permite que vocé tenha qualquer
compensacdo financeira pela sua participacdo na pesquisa. Vocé ndo
tera nenhuma despesa advinda de sua participacdo nesta pesquisa, ja que
a coleta de amostra e aplicagcdo do questionario serdo realizadas neste
momento, sem custo algum. Com relagdo aos exames realizados, 0s
resultados serdo entregues a vocé pela pesquisadora principal que fard a
orientacdo sobre os habitos que favorecem a melhora dos indicadores de
estresse oxidativo e melhora da qualidade de vida. Sua participagdo na
pesquisa ajudard a compreender alguns fatores envolvidos nas
malformagdes fetais, contribuindo para um melhor entendimento das
alteracdes que ocorrem no organismo relacionadas as malformagdes.

Caso tenha alguma ddvida sobre os procedimentos ou sobre o
projeto vocé podera entrar em contato com o pesquisador a qualquer
momento pelo telefone ou e-mail abaixo. Sinta-se absolutamente &
vontade em ndo participar ou deixar de participar da pesquisa a qualquer
momento, sem ter que apresentar qualquer justificativa. Se decidir
deixar de participar da pesquisa vocé ndo tera qualquer prejuizo no
atendimento médico-laboratorial.

Os pesquisadores serdo 0s Unicos a ter acesso aos dados e
tomardo todas as providéncias necessarias para manter o sigilo, mas
sempre existe a remota possibilidade da quebra do sigilo, mesmo que
involuntario e ndo intencional, cujas consequéncias serdo tratadas nos
termos da lei. Caso vocé tenha algum prejuizo material ou imaterial em
decorréncia da pesquisa podera solicitar indenizagdo, de acordo com a
legislacdo vigente e amplamente consubstanciada. Os resultados deste
trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou revistas cientificas,
onde serdo mostrados apenas os resultados obtidos como um todo, sem
revelar seu nome, instituicdo ou qualquer informacéo relacionada a sua
privacidade.

Duas vias deste documento estdo sendo rubricadas e assinadas
por voce e pelo pesquisador responsavel. Guarde cuidadosamente a sua
via, pois ¢ um documento que traz importantes informacdes de contato e
garante os seus direitos como participante da pesquisa.
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Eu,
RG , li este documento (ou tive este documento lido
para mim por uma pessoa de confianga) e obtive dos pesquisadores
todas as informagdes que julguei necessarias para me sentir esclarecido
e optar por livre e espontanea vontade participar da pesquisa.

O pesquisador responsavel, que também assina esse documento,
compromete-se a conduzir a pesquisa de acordo com o que preconiza a
Resolucdo 466/12 de 12/06/2012, que trata dos preceitos éticos ¢ da
protecdo aos participantes da pesquisa. Vocé podera entrar em contato
com o pesquisador (Prof. Sharbel Weidner Maluf) pelo telefone 3721-
8081 (Laboratorio de Anaélises Clinicas do HU UFSC), e-mail
s.maluf@ufsc.br. Vocé também podera entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC pelo telefone (48)
3721-6094, e-mail cep.propesq@contato.ufsc.br ou pessoalmente na rua
Desembargador Vitor Lima, n° 222, sala 401, Trindade,
Florianépolis/SC.

Data: / /

Nome e assinatura do Paciente ou Voluntario

Assinatura do Pesquisador Principal Flora Troina Maraslis

Assinatura do Pesquisador Responsavel Sharbel Weidner Maluf


mailto:s.maluf@ufsc.br

