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RESUMO

Introducédo: Varios estudos indicam que um sistema renina-angiotensina renal
ou um déficit de melatonina esta associado a varias doengas cardiovasculares.
Objetivo: O objetivo geral da pesquisa foi o de identificar potenciais
biomarcadores urindrios para complicacdes na gravidez, como diabetes
gestacional e hipertensdo. Métodos: Este foi um estudo observacional
transversal prospectivo, no qual foi realizada a coleta de 100 amostras de urina
de gestantes de alto risco e 22 gestantes sem doencas diagnosticadas. Foi
utiizado o modelo matemético de proporcdo da dosagem de proteina /
creatinina, proporcdo de excrecdo de creatinina em mg / 24 horas, proporcéo
de angiotensinogénio-6-sulfatoximelatonina-creatinina e estimativa de proteina
urinaria de 24 horas (mg / 24 horas). Angiotensinogénio urinario e 6-
sulfatoximelatonina foram medidos pelo método de ELISA, um método sensivel
e especifico em amostras da primeira urina da manha de pacientes gestantes.
Para evitar viés de selecdo, a selecdo das pacientes foi consecutiva, e o
diagnostico foi cego quanto a coleta de urina. Resultados: Os niveis urinérios
de angiotensinogénio foram significativamente maiores na diabetes gestacional
[mediana da relacdo angiotensinogénio-creatinina (25°, 75°): 0,11 (0,06, 0,17)]
e hipertensdo gestacional [0,08 (0,05, 0,18)] do que naquelas com gravidez
saudavel [0,05 (0,04, 0,06]; os niveis de 6-sulfatoximelatonina foram
significativamente mais baixos no grupo de diabetes gestacional [ug / h:
mediana (25°, 75°). 0,12 (0,08, 0,17)] e hipertenséo gestacional [0,13 (0,10,
0,17) ] do que naquelas com gravidez saudavel [0,20 (0,14, 0,38]. Nem a
relac@o proteina / creatinina nem a estimativa de proteina na urina de 24 horas
foram significativamente diferentes entre os grupos de estudo. Conclusdes:
Esses resultados sugerem que 0s niveis de angiotensinogénio urinario podem
indicar uma ativacdo do sistema renina angiotensina intrarrenal, enquanto que
a producdo de melatonina parece ser reduzida na diabetes gestacional ou
hipertensdo. Uma relacdo angiotensinogénio-melatonina-creatinina € sugerida
para a identificacdo de diabetes gestacional ou hipertensao.

Palavras-chave: Angiotensinogénio, Melatonina, Hipertensdo gestacional,
Diabetes gestacional.



ABSTRACT

Introduction: A large research portfolio indicates that an activated renal renin-
angiotensin system or a deficit on melatonin is associated with several
cardiovascular pathologies. Objective: The general objective of the research
was to identify potential urinary biomarkers for complications in pregnancy, such
as gestational diabetes and hypertension. Methods: This was a prospective
cross-sectional observational study, in which 100 urine samples were collected
from high-risk pregnant women and 22 pregnant women without diagnosed
pathologies. Was used the model mathematical of the proportion of protein /
creatinine dosage, the proportion of excretion of creatinine in mg / 24 hours, the
proportion of angiotensinogen-6-sulfate oxymonatonin-creatinine and the
estimation of urinary protein of 24 hours (mg / 24 hours). Urinary
angiotensinogen and 6-sulfatoximelatonin were measured by sensitive and
specific ELISAs in first morning void urine samples. To avoid patient selection
bias, the patient selection was consecutively, and the diagnosis was blinded at
the level of urine collection. Results: Urinary levels of angiotensinogen were
significantly higher in the gestational diabetes [angiotensinogen-to-creatinine
ratio median (25th, 75th): 0.11(0.06, 0.17)] and gestational hypertension
[0.08(0.05, 0.18)] groups than in those with healthy pregnancy [0.05(0.04, 0.06];
6-sulfatoxymelatonin levels were significantly lower in the gestational diabetes
[ug/h: median (25th, 75th): 0.12(0.08, 0.17)] and gestational hypertension
[0.13(0.10, 0.17)] groups than in those with healthy pregnancy [0.20(0.14, 0.38].
Neither protein/creatinine ratio nor 24-hour urine protein estimate were
significantly different between the study groups. Conclusions: These results
suggest that urinary angiotensinogen levels may indicate an intrarenal RAS
activation while melatonin production appears to be defective in gestational
diabetes or hypertension. An angiotensinogen-melatonin-creatinine ratio is
suggested for identification of gestational diabetes or hypertension.

Key Words: Angiotensinogen; Melatonin; Gestational hypertension; Gestational
diabetes
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1 INTRODUCAO

Durante a gravidez ocorrem inUmeras mudancas na fisiologia do corpo
da mulher, as quais devem ser compreendidas e acompanhadas para que se
possa contribuir para um desfecho favoravel desse ciclo. Algumas doencas que
acometem as gestantes podem trazer grandes problemas para mae e bebé
(BRITO; MOURA; SOUSA; BRITO et al., 2015).

A Diabetes Gestacional € umas das doencas predominantes durante a
gestacdo. Tao relevante quanto essa doenca é a hipertenséo gestacional e pré-
eclampsia (ZAPELINI; MARTINELLI; JOAO; ISER, 2015). A elevada
prevaléncia dessas enfermidades e as altas taxas de morbidade e mortalidade
em pacientes gestantes e neonatos, fazem com que essas doencas sejam
importantes para o presente estudo.

A pesquisa e a deteccdo de marcadores bioquimicos precisos para
prever e diagnosticar complicacdes da gravidez pode ter um efeito importante
na saude materna. Para Jones et al, (2021), os biomarcadores sao
substancias ou produtos de transformacdes utilizados para fazer medidas
experimentais que indicam a fungdo normal, ou n&do, de um determinado
organismo em relacdo a um agente farmacolégico, sendo, também, conhecidos
como marcadores bioquimicos. Os biomarcadores de predisposi¢ao indicam a
possibilidade de o individuo desenvolver uma doenca ou ndo (BA AQEEL;
SANCHEZ; BATLLE, 2017).

Segundo Yilmaz et al.,, (2015) a razdo angiotensinogénio/creatinina
urinaria esta correlacionada com hipertensédo arterial e proteindria na pré-
eclampsia. Além disso, de acordo com Murano et al., (2015) o
angiotensinogénio foi proposto em um estudo pré-clinico como um novo
biomarcador de crescimento intrauterino.

A melatonina desempenha um papel crucial no desenvolvimento fetal,
pois atua na regulacdo do ritmo circadiano, age como antioxidante e é um
imunomodulador importante durante a gravidez (TAIN; HUANG; HSU, 2017).
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Isto posto, o presente estudo clinico observacional, busca avaliar a
seguinte hipétese que norteou a pesquisa: a hipertensdo gestacional ou o
diabetes gestacional estdo associados a alteracdo do angiotensinogénio
urinério ou melatonina?

Assim sendo, o objetivo da presente pesquisa foi o de avaliar a preciséo
preditiva do angiotensinogénio e melatonina na urina como potenciais
biomarcadores urinarios para complicacdes na gravidez, como diabetes e

hipertenséo.
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2 0OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo geral da pesquisa foi 0 de identificar potenciais biomarcadores
urindrios para complicacbes na gravidez, como diabetes gestacional e

hipertenséo gestacional.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar a sensibilidade preditiva e a especificidade das complicacoes
da gravidez com biomarcadores urinarios selecionados.

Determinar um biomarcador preditivo para diabetes gestacional e

hipertenséo gestacional.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A pré-eclampsia e o diabetes mellitus gestacional sdo complicacdes
comuns da gravidez e sdo as principais causas de morbimortalidade perinatal.
A terapia para essas sindromes tem sido amplamente direcionada aos
sintomas, 0s quais aparecem no final da evolucdo da gravidez (BRITO;
MOURA; SOUSA; BRITO et al.,, 2015). O presente estudo pode auxiliar no
desenvolvimento de diagnésticos precoces e estratégias terapéuticas para
esses agravos.

De acordo com os estudos de Aitekenov (2021) ha um namero crescente
de publicacdes propondo novos biomarcadores urinarios para deteccéo
precoce de doencas, como complicacdes da gravidez.

Os biomarcadores urinarios fornecem um enorme potencial para o
desenvolvimento de novos testes nao invasivos para o0 diagndstico,
monitoramento e detecc¢ao precoce de doencas (CHEN; YANG; LEI; ZHA et al.,
2016).

Para Botezatu (2000) muitas vantagens apoiam 0 uso da urina para a
deteccdo precoce de biomarcadores, incluindo o fato de que os testes
realizados com a urina sdo totalmente ndo invasivos e, também, que a urina
ndo € infecciosa para o HIV e é menos infecciosa para muitos outros
patdgenos.

Segundo Omenn et al., (2005) outro beneficio da urina sobre o sangue é
gue os polipeptidios urinarios sao estaveis e nao sofrem protedlise substancial
dentro de algumas horas de processamento. Ao contrario do sangue, no qual a
ativacdo da protease e produtos de degradacéo proteolitica ocorre dentro de
minutos apos a coleta. Além disso, a urina contém proteinas altamente sollveis
e possui baixo peso molecular (<30 kDa). Isto facilita a andlise destes
polipeptidios no seu estado natural (THEODORESCU; MISCHAK, 2007).

Algumas pesquisas de Lu et al, (2016) mostraram que o0
angiotensinogénio, o precursor de todos os peptideos de angiotensina, € um
bom biomarcador seguido da melatonina, um hormonio produzido pela glandula

pineal que possui um papel importante no circulo circadiano com capacidade
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anti-inflamatéria e propriedades antioxidantes (BALTATU; AMARAL; CAMPOS;
CIPOLLA-NETO, 2017).

Para Hrenak et al., (2015), um amplo portfdlio de evidéncias sugere
gue a melatonina tem um efeito protetor durante o desenvolvimento da doenca
renal, pois tem agBes anti-hipertensivas, antiinflamatoérias e previne a formacéo
de fibrose. Esses efeitos estédo relacionados a reducédo da proteindria e danos
as células do parénquima. A melatonina ainda reduz a carga oxidativa e
melhora o metabolismo do ferro em pacientes hemodialisados. Portanto as
acOes fisiologicas da melatonina induzem efeitos benéficos em varios niveis

fisiopatolégicos relacionados a DRC.

3.1 DIABETES GESTACIONAL

O diabetes mellitus gestacional € descrito como intolerdncia a
carboidratos promovendo a hiperglicemia de gravidade variavel com inicio ou
primeira identificacdo durante a gravidez (SANTOS; MADI; SILVA; VERGANI et
al., 2020).

Ha uma falta de consenso entre os profissionais de saude sobre os
métodos de rastreamento do diabetes mellitus gestacional (SERT; OZGU-
ERDINC, 2021). Este fato interfere, também, na prevaléncia dessa doenca,
pois os diferentes critérios utilizados para diagnésticos preconizados pelas
sociedades cientificas e as diferentes caracteristicas da populacdo podem
interferir nesse consenso (PAGOTTO; MARTINEZ; DIEGO; POCHETTINO et
al., 2020). No Brasil, o diabetes gestacional atinge cerca de 7% das gravidas,
tendo uma variacdo dependendo da populacdo-alvo e do critério diagnostico
utilizado (SANTOS; MADI; SILVA; VERGANI et al., 2020).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e os principais protocolos de
manejo do Diabetes Gestacional (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE/ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016) recomendam que a
hiperglicemia descoberta pela primeira vez durante a gravidez, com niveis
glicémicos sanguineos que ndo atingem os critérios diagnosticos para o

Diabetes Mellitus sdo caracterizadas como Diabetes Gestacional.
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Portanto, neste estudo foram considerados 0s seguintes critérios,
conforme ilustra a Figura 1:

No primeiro trimestre de gestacédo, caso a glicemia de jejum seja inferior
a 125 mg/dL, porém superior a 92 mg/dL, fica estabelecido o diagnostico de
Diabetes Mellitus Gestacional.

Gestantes com glicemias inferiores a 92 mg/dL no primeiro trimestre
devem ser submetidas ao teste de tolerancia oral a glicose (TOTG) entre 24 e
28 semanas de gestacdo. As dosagens precisam ser realizadas em jejum, aos
60 e 120 minutos apos a ingestdo de 75¢g de glicose, conforme ilustra a figura
abaixo:

Diabetes
Mellitus
Gestacional
| GJ>92mg/dl | Primeiro
e <125 mg/dl trimestre
| Gl<92mg/dl | 24 228
Faz TOTG semanas

Gl > 92
GJ 1H > 180

GJ 2H >153

Figura 1 — Referéncias utilizadas no Diabetes Gestacional.

GJ:Glicemia de Jejum, H:hora, TOTG:Teste oral de tolerancia a Glicose
Fonte: Compilacéo da autora.

Essa doenga acontece, pois ocorrem distirbios endodcrinos
caracterizados por hiperglicemia devido a deficiéncia da insulina, que pode ser
devido a alteracdo da producdo da insulina no pancreas, problemas na
liberacao e até mesmo por resisténcia periférica a este horménio (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2013).
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Na gestacdo hd um aumento do consumo de glicose. No entanto,
algumas gestantes ndo possuem a capacidade de aumentar a producdo de
insulina (GROSS; SILVEIRO; CAMARGO; REICHELT et al., 2002). Além disso,
a atuacdo de alguns hormoénios, tais como: o lactogénio placentario, cortisol,
estrogeno, progesterona e prolactina produzidos pela placenta podem diminuir
a acao dos receptores da insulina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA, 2008).

Assim, o desenvolvimento do diabetes gestacional € um importante fator
de risco para o desenvolvimento do diabetes tipo 2, além dos demais riscos de
complicagbes nos desfechos perinatal, tais como: aumento da morbidade e
mortalidade materna, polidramnio, restricdo de crescimento intrauterino, hipdxia
fetal, macrossomia fetal com parto vaginal traumatico (OGLAK; OBUT, 2021).

Segundo ainda Campos et al., (2013) outros problemas sé&o importantes
considerar, tais como os riscos dos filhos dessas mulheres desenvolverem
obesidade, sindrome metabdlica, e diabetes na vida futura.

De acordo com Leslie (2016), ap6s o parto a maioria destas mulheres
retorna a tolerancia normal a glicose, entretanto, 40 a 60% delas podem
desenvolver Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) em 15 a 20 anos. Aquelas, que,
mantém um peso corporal razoavel, e praticam exercicios fisicos regularmente,
possuem uma incidéncia menor de DM2.

A obesidade é um fator agravante para essa doenca (SANTOS; MADI;
SILVA; VERGANI et al.,, 2020) e tem se elevado em propor¢cdes mundiais
(SERT; OZGU-ERDINC, 2021). Para Kobori e Navar (2011), especificamente
em mulheres brasileiras, o excesso de peso dobrou nos ultimos anos.

Considera-se excesso de peso valores de IMC = 25 kg/m2 e obesidade,
= 30 kg/m2 (FERREIRA; SZWARCWALD; DAMACENA, 2019).

Farrar (2016) aponta que a prevaléncia de diabetes mellitus gestacional
aumenta com o aumento da idade da gravidez, obesidade materna e
sedentarismo.

Portanto, os atuais esforcos de pesquisa estdo focados, principalmente,
no avango da deteccdo precoce da doenca e nas estratégias terapéuticas.
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3.2HIPERTENSAO GESTACIONAL

A pré-eclampsia € uma doenca especifica da gestacdo (RAMOS; SASS;
COSTA, 2017), e mulheres que a desenvolvem apresentam risco aumentado
de eventos cardiovasculares, tanto a curto, quanto a longo prazo.

A gestante com pré-eclampsia pode apresentar diversas disfuncdes
organicas, dentre elas; proteinudria > 300 mg por 24h, aumento da creatinina (>
1,02 mg / dL); aumento das transaminases ultrapassando o dobro do limite
superior normal 28 Ul/L para ALT, transaminase pirdvica (TGP);
32 UI/L para AST, transaminase oxalacética (TGO); complicacbes neuroldgicas
como confusdo mental, complicacdes hematolégicas como disturbios de
coagulacéo e disfuncdes utero placentarias (PERACOLI; BORGES; RAMOS;
CAVALLI et al., 2019).

Segundo, ainda, Phipps et al., (2016) e Sousa et al., (2019) a pré-
eclampsia é definida como hipertensdo quando se verifica 0 aumento da
pressao arterial (sistdlica 2140 ou diastdlica 290 mm Hg) com pelo menos
quatro horas de intervalo, ap6s 20 semanas de gravidez e presenca de
proteinuria 2 300 mg / 24 h ou pelo menos ‘2 +' na urina.

Para Vadala, et al., (2017) e Swigtkowska-Stodulska et al., (2018) a
pré-eclampsia e o diabetes mellitus gestacional sdo complicagdes comuns da
gravidez, incluindo incidentes cerebrais e cardiacos, insuficiéncia de multiplos
orgaos, como doenca renal em estagio terminal e sdo as principais causas de
morbimortalidade perinatal. A terapia para essas sindromes tem como objetivo
principal os sintomas, que ocorrem no final do curso da doenca.

A hipertensdo gestacional afeta de 5 a 8% das gestacbes e ¢é
responsavel por até 20% dos partos prematuros (SWIATKOWSKA-
STODULSKA; KMIEC; STEFANSKA; SWORCZAK, 2018). Essa doenca é
definida como: pressao arterial (PA) sistolica maior ou igual a 140 mm Hg e
(PA) diastdlica maior ou igual a 90mmHg identificados ap6s a 202 semana de
gestacado, sem a presenca de proteindria e sem sinais/sintomas relacionados a
pré-eclampsia. Esta alteracdo deve desaparecer até 12 semanas apos 0 parto
(SWIATKOWSKA-STODULSKA; KMIEC; STEFANSKA; SWORCZAK, 2018).
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Na figura 2 podemos verificar a diferenca de hipertensao gestacional e

pré-eclampsia.

Pressdo arterial sistdlica > 140mmHg N Hipertenséo arterial

PA diastodlica > 90 mmHg gestacional

Apos a 20 semana de gestagdo.
Sem a presenga de proteinuria

Sem sinais/sintomas relacionados a pré-eclampsia

Proteinuria > 300 mg por 24h;
Aumento da creatinina > 1,02 mg / dL;

Aumento das transaminases por > 2 vezes o limite
superior normal; ¢ Pré Eclampsia

Complicagbes neuroldgicas - confusdo mental;
Cegueira; Visdo embacada; Escotomas; Visao dupla;

Complicagdes hematoldgicas - disturbios de
coagulagdo

Figura 2 — Comparacéo da Hipertensdo Gestacional e Pré eclampsia.

Fonte: Adaptado de Peracoli et al., (2019) e Swigtkowska-Stodulska et al.,
(2018)

3.3IMPORTANCIA DO ANGIOTENSINOGENIO NA REGULACAO DA PRESSAO
ARTERIAL

O sistema renina-angiotensina (SRA) € regulador enddcrino da
homeostase cardiovascular, atua em varios 6rgdos e sistemas, exercendo
varias acles especificas com efeitos no sistema cardiovascular (CAMPOS;
CIPOLLA-NETO; AMARAL; MICHELINI, et al., 2013).

O angiotensinogénio é uma proteina circulante sintetizada,
principalmente, pelo figado e faz parte do sistema renina angiotensina
aldosterona. Embora a maior parte do angiotensinogénio circulante seja
produzida e secretada pelo figado, os rins, também, o produz. Esta
glicoproteina é o Unico substrato conhecido para a renina, que é a enzima

circulante liberada pelas céluas justaglomerulares dos rins. O Sistema Renina
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Angiotensina Aldosterona (SRAA) é ativado a partir deste momento (KOBORI,
NAVAR, 2011).

A Renina, entdo, converte 0 angiotensinogénio em angiotensina | e la
nos pulmdes e rins, a angiotensina | é convertida em angiotensina Il, por meio
da reagcdo enzimética da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). A
Angiotensina Il atua nas células do cértex da suprarrenal e estimula sintese de
Aldosterona, a qual promove o balanco eletrolitico, por meio da reabsorcédo de
sédio e excrecdo de potassio e, assim, promove o aumento do liquido
extracelular e volume sanguineo (BLOIS; DECHEND; BARRIENTOS; STAFF,
2015).

Reabsor¢do de Na+
Excre¢dode K+ e H+

m <:| Aldosterona

Angiotensina
Il

Figura 3 — O Angiotensinogénio no Sistema Renina Angiotensina.

AGT: Angiotensinogénio; ECA: Enzima Conversora da Angiotensina
Fonte: Adaptado de Silva e Rios (2012).

Desta forma a angiotensina Il atua diretamente nos rins, estimulando a
troca de Na'— K" no tubulo proximal renal. Sendo ainda responséavel pelo
aumento da sede e ingestdo de agua, estimulando a secrecao de hormonio

antidiurético que aumenta a reabsor¢do de agua nos ductos coletores. Por fim,



25

a angiotensina Il atua diretamente sobre as arteriolas, promovendo a
vasoconstricao.

Portanto, alguma disfuncédo neste sistema, acarreta um desequilibrio, e
provoca 0 aumento da sintese dos elementos desta cascata, e
consequentemente 0 aumento da pressdo arterial. Essa desordem é o que

acontece durante a gestacao.

3.4 MELATONINA

A melatonina € um hormonio produzido principalmente pela glandula
pineal, predominantemente a noite, e desempenha um papel fundamental na
regulagcéo do ritmo circadiano, bem como uma variedade de fungdes biologicas
Importantes, tais como: anti-inflamacao, anti-oxidacao, inibicdo da atividade
nervosa simpatica e preservacdo da funcdo celular endotelial (OHASHI;
ISHIGAKI; ISOBE, 2019). Para Zhang et al., (2014) a melatonina é um
hormonio que age principalmente por meio de receptores da membrana
plasmética ligados a proteina G, que é uma proteina que participa do processo
de transducao de sinais celulares.

Existe um mecanismo entre a melatonina e o0 sistema renina-
angiotensina, no qual ha interacdo entre esses dois sistemas, sendo uma das
acOes da melatonina é auxiliar na regulacdo da presséo arterial (BALTATU;
AMARAL; CAMPOS; CIPOLLA-NETO, 2017).

De acordo com Sagrillo-Fagundes, Soliman e Vaillancourt (2014) efeitos
significativos da melatonina na placenta foram demonstrados na fisiopatologia
da pré-eclampsia. A reoxigenacdo provocada por esse hormoénio reduz os
danos causados pelo estresse oxidativo. Segundo Zhang et al., (2014) uma
revisdo sistematica indicou uma relacdo entre o receptor de melatonina 1B e o
substrato 1 do receptor de insulina associados a um risco aumentado de
desenvolver diabetes mellitus gestacional.

Para Campos et al., (2013) e Amaral et al., (2014), o comprometimento
da sintese de melatonina é considerado um resultado deletério da

hiperglicemia derivada do diabetes.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Transdu%C3%A7%C3%A3o_de_sinal
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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Hipertensdo gestacional Diminuigdo da pressao sanguinea

Resistencia a insulina Diminuicdo da sensibilidade a insulina

J U

Doencas do sistema cardiovascular

Figura 4 — Relacdo entre angiotensinogénio e melatonina

Fonte: Adaptada de Campos et al., (2013).

Ramiro-Cortijo et al., (2016) indicam uma correlacdo entre a melatonina,
status antioxidante do plasma materno e complicacées obstétricas no primeiro
trimestre da gestacdo. Zeng et al., (2016), também, propde que a diminuicao
dos niveis circulantes da melatonina pode estar correlacionada com o
desenvolvimento de pré-eclampsia, como mostra a figura 4.

Assim, tais estudos evidenciam que as alteracdes no angiotensinogénio
urinario, ou na deficiéncia de melatonina, podem ocorrer nos estagios iniciais
do diabetes gestacional ou hipertensdo (JURETZKO; STEINBACH;
HANNEMANN; ENDLICH et al., 2017).
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4 MATERIAL E METODO

4.1 DESENHO DO ESTUDO E PARTICIPANTES

Este foi um estudo observacional transversal prospectivo. Todas as
participantes foram inicialmente inclusas em uma Unica coorte, na admissado no
pré-natal na Unidade de Obstetricia, e, em seguida, divididas em grupos com
base no desenvolvimento de complicagdes na gravidez.

O estudo foi aprovado pelos Comités de FEtica da Universidade
Anhembi Morumbi (CAAE 79831417.7.0000.5492), Universidade de Sao Paulo
(CAAE 30460114.5.0000.0068) e Hospital Sdo Francisco de Assis, e foi
conduzido de acordo com as Diretrizes do Conselho Internacional para
Harmonizagcdo de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos para Uso
Humano e a Declaracdo de Helsinque.

Todas as pacientes ou responsaveis legais das pacientes forneceram

consentimento informado por escrito antes de entrar no estudo.

4.2SELECAO DE PACIENTE

A selecdo das pacientes foi realizada com as gestantes atendidas no
pré-natal de alto risco do Hospital Sado Francisco de Assis, Jacarei / Sdo Paulo,
as quais foram convidadas a participar do estudo.

Para evitar viés de sele¢cdo, esta foi consecutiva e o diagndstico cego
guanto ao nivel da coleta de urina. Apés a conclusdo da coleta de 100
amostras de urina de pacientes com doenca, mais 22 amostras de urina de
foram coletadas de pacientes gestantes voluntarias saudaveis.

O método de amostragem foi ndo probabilistica. A Idades Elegiveis para
Estudo foi de 18 anos ou mais. Os critérios de Inclusdo e Exclusé&o foram

aplicados para a selecéo e inscricdo das gestantes no estudo.
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Os critérios de inclusdo foram: Idade gestacional entre 5 e 35 semanas
para a primeira visita determinada por ultrassom; pertencer ao grupo de alto
risco (presenca de fatores de risco especificos para parto prematuro,
hipertenséo induzida pela gravidez ou retardo de crescimento intrauterino).

Critérios de inclusdo para o grupo controle: Idade gestacional entre 5 e
35 semanas que foram atendidas no pronto atendimento do Hospital S&o
Francisco de Assis e que consentiu em participar do estudo; pertencer ao
grupo de baixo risco (gravidez normal, sem riscos, sem fatores para parto
prematuro, hipertensédo induzida pela gravidez ou retardo de crescimento
intrauterino);

Oss critérios de exclusdo foram: malignidade conhecida na gestacéo;
gravidez sem confirmacédo ultrassonografica da idade gestacional; gravidez
multifetal com 3 ou mais fetos; sangramento vaginal ativo; presenca de doenca
cronica grave (insuficiéncia renal, doenca cardiaca congestiva, insuficiéncia
respiratdria crbnica, etc.); portadoras de asma exigindo esterdides sistémicos;
gestantes em tratamento com anti-inflamatoérios ndo esteréides ou plaquetarios;

portadoras de hepatite e por fim, falta de consentimento informado.

4.3CONSENTIMENTO INFORMADO

AS PACIENTES SELECIONADAS FORAM CONVIDADAS A PARTICIPAR DA
PESQUISA LIVREMENTE E RECEBERAM TODAS AS INFORMACOES NECESSARIAS
SOBRE O ESTUDO. APOS, ESCLARECIDAS TODAS AS DUVIDAS, TODAS ASSINARAM
O TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO AUTORIZANDO A

PARTICIPACAO NA PESQUISA.
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4.4 AVALIACOES CLINICAS

O diagnostico de hipertensdo gestacional ou diabetes mellitus
gestacional foi realizado pelos médicos obstetras do hospital durante o pré-
natal. As amostras de urina foram codificadas apenas por nameros, 0s quais
foram correlacionados aos nomes das pacientes. Os dados foram
armazenados em um programa de computador protegido por senha, de acordo
com a Lei Geral de Protecéo de Dados do Brasil.

No laboratério clinico foram realizadas as medi¢cdes de
angiotensinogénio e 6-sulfatoximelatonina. As amostras de urina foram obtidas
em caso de intercorréncias na gravidez, ocasido em que as gestantes
procuraram atendimento médico. A urina foi coletada como a primeira urina da
manhd e utilizada para os testes urinarios de proteina, creatinina, 6-
sulfatoximelatonina e angiotensinogénio.

Proteinaria (mg/dl) e creatinina urinaria (mg/dl) foram determinadas pelo
laboratorio do hospital. A partir dessas medidas, a propor¢cdo de dosagem de
proteina / creatinina, a proporcédo de excrecdo de creatinina em mg/24 horas e
a estimativa de proteina urinaria de 24 horas (mg/24 horas) foram determinas.

O Angiotensinogénio urinario e 6-sulfatoximelatonina foram medidos
pelo método ELISA sanduiche (Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica), o qual
permite a deteccdo do angiotensinogénio e 6-sulfatoximelatonina sensiveis e
especificos em amostras da primeira urina da manha. Os kits ELISA para
angiotensinogénio e 6-sulfatoximelatonina foram da IBL (International GmbH
Germany). Calculamos a quantidade excretada de 6-sulfatoximelatonina em 24
h para cada amostra de urina: pg/24 h = pug/L x L/24 h, bem como ng/ml para o
angiotensinogénio urinario.

Todas as amostras de urina maternas foram analisadas em duplicado,
sendo desconhecido pelo laboratorio o estado diagndstico dos sujeitos do
estudo no momento da analise.

A excrecdo urinaria de angiotensinogénio foi analisada por ensaio
sanduiche-ELISA (KOBORI; ALPER; SHENAVA; KATSURADA et al., 2009). A
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melatonina urindria excretada durante a noite foi determinada através da
molécula de 6-sulfatoximelatonina. Trata-se de um metabdlito liberado na urina
gue se correlaciona diretamente com a melatonina produzida, sendo um
método ndo invasivo de dosagem da referida molécula (BALTATU; AFECHE;
JOSE DOS SANTOS; CAMPOS et al., 2002; CAMPOS; BUENO; BARCELOS;
HALPERN et al., 2020).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva dos dados encontrados foi apresentada por grupos
ou quartis das amostras estudadas. Sendo aplicada posteriormente a inferéncia
estatistica por meio de testes ndo parametricos.

Neste estudo utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, o
qual é utlizado para realizar comparacdo de trés ou mais grupos
independentes entre si, cuja varidvel deve ser de mensuracdo ordinal. Este
teste € usado para testar a hipotese nula, quando ndo ha diferencas
significativas entre os grupos. Caso a hipotese nula seja rejeitada, os grupos
possuem diferengas significativas (LEVIN; RUBIN, 2004).

Apds a realizagdo do teste de Kruskall-Wallis o estudo foi seguido por
uma comparacao da classificagdo média de cada grupo com a classificacdo
média do grupo controle (gestantes saudaveis).

Foi empregada a correcdo de testes multiplos por meio do controle da
taxa de descoberta falsa (FDR) com o método de step-up de Benjamini, Krieger
e Yekutieli. Este teste primeiro avalia a distribuicdo dos valores P para estimar
a fracdo das hipoteses nulas que s&o realmente verdadeiras. E uma proposta
alternativa para controlar o erro tipo |.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism
versao 8.1.2 para Mac OS X, GraphPad Software, La Jolla California USA1.

! www.graphpad.com
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As classificagfes do grafico foram apresentadas. As diferencas foram
consideradas significativas quando a probabilidade de um erro Tipo | foi inferior

a 5% (p <0,05) e erro padréo utilizado.



32

5 RESULTADOS

A amostra do estudo contou com a populacdo de 122 gestantes sendo
100 com patologias diagnosticadas e 22 gestantes voluntarias saudaveis. As
100 gestantes de alto risco que realizaram o pré-natal no ambulatério do
Hospital S&o Francisco de Assis foram distribuidas entre as faixas etarias de 18
a 45 anos, conforme mostra a Tabelal. Sendo 24% entre 26 e 30 anos, 22%

entre 31 e 34 anos e gestantes com mais de 35 anos somam 30%.

Tabela 1. Distribuicdo por faixa etaria das gestantes que participaram do
estudo e que eram de alto risco.

Variavel n %

18a20 8 8%
21a25 16 16%
26 a 30 24 24%
3la34 22 22%
35a40 19 19%
41 a 45 11 11%

Fonte: dados da pesquisa

Ja o grupo controle contou com 22 gestantes entre 18 e 35 anos, sendo
55% entre 21 a 25 anos, 32 % de 18 a 20 anos, acima de 26 anos somam

14%, conforme mostra a tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo por faixa etaria das gestantes que participaram do
estudo e que eram do grupo controle.

Idada n %
18a20 7 32%
21a?25 12 55%
26 a 30 2 9%
31a35 1 5%

Fonte: dados da pesquisa
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O numero de gestacfes das participantes variou de uma gestacdo com

20% das participantes, duas gestacées com 25% das gestantes, trés gestacao

com 24% das participantes, quatro gestacdes com 15% das gestantes e 5

gestacdes ou mais somando 16% das participantes, conforme mostra a tabela

3.

Tabela 3. Distribui¢cdo das gestantes por numero de gestacao.

Numero de gestacdes n %
Gesta 1l 20 20%
Gesta 2 25 25%
Gesta 3 24 24%
Gesta 4 15 15%
Gesta 5 7 7%
Gesta 6 7 7%
Gesta 7 0 0%
Gesta 8 1 1%
Gesta 9 1 1%

Fonte: dados da pesquisa

A tabela 4 mostra o numero de gestantes com diabetes e hipertenséo

das 100 gestantes de alto risco que participaram do estudo. Trinta e sete por

cento tinham hipertenséo e 24% tinham diabetes gestacional.

Tabela 4. Numero de gestantes por doenca: hipertensdo e diabetes

gestacional.
Doenca n %
Hipertensdo Gestacional 37 37%
Diabetes Gestacional 24 24%

Fonte: dados da pesquisa

De acordo com os resultados da Figura 5 o angiotensinogénio urinario

(relacdo angiotensinogénio-creatinina)

aumentou

significativamente

nas

amostras da primeira urina da manha de pacientes com diabetes gestacional e

hipertenséo gestacional.
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Obesidade + Hipertensao
Hipertensao

Hipertensdo Gestacional X

Diabetes Gestacional | %X

Gestantes saudaveis -—1

0 20 40 60 80
Razao angiotensinogénio/creatinina na urina (ng/mg)

Figura 5 — Classificagdo de ions medianos com intervalo interquartil: Teste de
angiotensinogénio urinario de Kruskal-Wallis - creatinina (ng / mg). *, p <0,05 e
** p <0,005 em comparagdo ao grupo saudavel.

Na Figura 5 foi empregado o teste de Kruskal-Wallis para o
angiotensinogénio/creatinina (ng/mg) urinaria, no qual os dados em (¥
empregaram um grau de significancia *, p <0,05 e **, p <0,005 em comparacéo
ao grupo saudavel.

Em relagdo aos dados referentes a 6-sulfatoximelatonina urinaria (ug/h)
foi possivel observar uma significativa reducdo nas amostras da primeira urina
da manha de pacientes com diabetes gestacional e hipertensdo gestacional

como mostra a Figura 6.
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Obesidade + Hipertensdo

Hipertensdo

Hipertensao Gestacional | X

Diabetes Gestacional | %

Gestantes saudaveis -

0 20 40 60 80
6-sulfatoximelatonina na urina (ug/h)

Figura 6 — Gréfico de classificagdo mediana com intervalo interquartil: teste de
Kruskal-Wallis de 6-sulfatoximelatonina na urina (ug / h). *, p <0,05 em
comparacgao ao grupo saudavel.

A unidade do eixo horizontal é dada em ug/h, pois calculamos a
quantidade excretada de 6-sulfatoximelatonina em 24 h para cada amostra de
urina.

Na Figura 6 a classificacdo mediana foi encontrada empregando-se
intervalos interquartis no teste de Kruskal-Wallis de 6-sulfatoximelatonina na
urina (ug/h) onde os dados em * empregaram um grau de significancia de p
<0,05 em comparagdo ao grupo saudavel.

De acordo com a Figura 7 a proporcdo de angiotensinogénio-6-
sulfatoximelatonina-creatinina aumentou significativamente nas amostras da
primeira urina da manhé& de pacientes com diabetes gestacional e hipertenséo
gestacional.

A classificacdo da mediana com intervalo interquartil do teste de Kruskal-
Wallis de AGT / 6-SM / creatinina na urina empregou o grau de significancia

para **, p <0,005 comparado ao grupo saudavel.
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Obesidade + Hipertensao

Hipertensao
Hipertensdao Gestacional X ¥
Diabetes Gestacional —F ¥

Gestantes saudaveis

L . T L T L T L 1

0 20 40 60 80
Razdo AGT/6-SM/creatinina na urina (mg/ng/mg)

Figura 7 — Classificagdo da mediana com intervalo interquartil: teste de Kruskal-
Wallis de AGT / 6-SM / urina de creatinina. AGT = angiotensinogénio; 6-SM = 6-
sulfatoximelatonina. **, p <0,005 comparado ao grupo saudavel.

A Figura 8 aponta que a relagdo proteina-creatinina ndo foi diferente

entre os grupos de estudo.

Obesidade + Hipertensao

Hipertensao |

Hipertensao Gestacional

Diabetes Gestacional

—
Gestantes saudaveis _—¢

20 40 60 80
Relagdo proteina/creatininana urina (mg/mg)

N O

Figura 8 — Gréfico de classificacdo da mediana com intervalo interquartil: teste
de Kruskal-Wallis da relacdo proteina / creatinina.
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Os estudos revelaram que a estimativa de proteina na urina de 24 horas
(mg / 24 horas) ndo foi diferente entre os grupos de estudo como ilustra a

Figura 9.

Obesidade + Hipertensao

Hipertensao

Hipertensao Gestacional |

Diabetes Gestacional

—
Gestantes saudaveis _—{

0 20 40 60 80
Estimativa da proteina na urina 24 horas (mg/24h)

Figura 9 — Grafico de classificacdo da mediana com intervalo interquartil: teste
de Kruskal-Wallis para estimativa de proteina na urina de 24 horas (mg / 24h).

Os achados sugerem que a relagdo angiotensinogénio-melatonina-
creatinina urinaria seja considerada como um possivel biomarcador para o
diagnoéstico de diabetes gestacional ou hipertensdo. Esses achados podem
apoiar o desenvolvimento de ferramentas e estratégias diagnosticas para

reconhecer pacientes com risco de complica¢cdes na gravidez.
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6 DISCUSSAO

A incidéncia de gestacdo em mulheres com idade avancada vem
aumentando no Brasil nos dltimos anos, a qual é definida como toda gravidez
gue ocorre em mulheres com idade igual ou superior a 35 anos (ALVES;
FEITOSA; MENDES; CAMINHA, 2017). Neste estudo 30% das gestantes
tinham 35 anos ou mais. O aumento da idade materna traz consequéncias
tanto para mae, quanto para o recém-nascido, pois aumenta o risco de
doencas, que pode ser decorrente da propria senescéncia ovariana, ou da
existéncia de comorbidades, que aumenta com o decorrer da idade
(ALDRIGHI; WALL; SOUZA, 2018).

Considerando a importancia do bem estar materno e neonatal e 0s
beneficios do tratamento precoce das doencas na gestacdo, as informacdes
produzidas com foco neste contexto permitira a compreensdo das correlacdes
entre os dados e contribuird na producdo de agdes pela equipe assistencial
visando o controle e reducao da taxa de morbimortalidade materna e neonatal.

No presente estudo, corroborando com estudos e pesquisas
apresentadas no referencial tedrico, foi possivel identificar que os niveis de
angiotensinogénio na urina podem indicar a ativagdo do Sistema Renina
Angiotensina intra-renal durante o diabetes gestacional ou a hipertensao,
enguanto a sintese de melatonina demonstrou ser reduzida. Sugerimos que a
relacdo angiotensinogénio-melatonina-creatinina urinaria seja considerada
como um possivel biomarcador para o diagndstico de diabetes gestacional ou
hipertensdo. Este estudo apoia pesquisas realizadas para o desenvolvimento
de ferramentas e estratégias diagnosticas para identificar pacientes com risco
de complicagGes na gravidez.

O angiotensinogénio € uma das proteinas mais pesquisadas na
patogénese da hipertensao arterial e pré-eclampsia. Embora a medicina tenha
evoluido muito, essas doencas ainda representam um fator risco importante de
mortalidade perinatal (SWIATKOWSKA-STODULSKA; KMIEC; STEFANSKA;
SWORCZAK, 2018). Durante a gestacdo, normalmente, ja ocorre um aumento
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gradual da atividade do Sistema Renina Angiotensina, sendo no final da
gestacdo esse aumento ocorre de 3 a 7 vezes mais quando comparado aos
valores iniciais da gestacdo. Deste modo a suprarregulacdo de AGT
desempenha um papel importante no desenvolvimento e progressao da
hipertenséo (KOBORI; NAVAR, 2011).

Farrar (2016) aponta que a gestacdo estd associada a resisténcia a
insulina analoga a que encontramos no diabetes tipo 2. Essa mudanca ocorre
normalmente no segundo trimestre, sendo aumentada progressivamente até o
termo. Esse processo acontece para facilitar o transporte de glicose por meio
da placenta para garantir o crescimento fetal normal. A transferéncia de glicose
pela placenta estimula a secrecdo de insulina pancreatica fetal, a qual atua
como um hormdnio de crescimento essencial. A resisténcia a acao da insulina
materna pode se tornar aumentada o que leva a gestante a ter hiperglicemia,
provocando o diabetes gestacional.

Nesse estudo 0 angiotensinogenio urinario aumentou significativamente
nas amostras da primeira urina da manhad de pacientes com diabetes
gestacional e hipertensdo gestacional. Portanto, os dados dessa pesquisa
sugerem que 0s niveis de angiotensinogénio urinario podem ser um
biomarcador potencial para a hipertenséo e diabetes gestacional.

Segundo Ramiro-Cortijo et al., (2016), outro antioxidante enddgeno
importante durante a gravidez é melatonina. Estudos falam que este horménio
demonstra ser muito significativo para o sucesso da gestacado e € essencial no
desenvolvimento fetal. Zeng et al., (2016), também afirma que a reducdo na
circulacdo de niveis de melatonina foram associados com a gravidade ou
tempo de inicio da pré-eclampsia e Amaral et al.,, (2014) relaciona a
hiperglicemia com uma dificiéncia na sintese de melatonina.

Ha evidéncias de que, ndo sO, a angiotensina interfere na sintese e
liberacdo da melatonina, mas também, que ambos os horménios interagem em
varios niveis, mostrando que na fisiopatologia das doencas cardiovasculares e
metabdlicas esses metabdlitos possuem efeitos opostos (AITEKENOV;
GAIPOV; BUKASOV, 2021)
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Quando dosado a 6-sulfatoximelatonina urinaria foi possivel observar
uma reducdo em mulheres com pré-eclampsia e diabetes gestacional quando
comparadas com mulheres sem doencas na gestacao.

Tanto a pré-eclampsia, quanto a diabetes gestacional sdo complicacdes
da gravidez que aumentam a morbimortalidade perinatal. A terapia atual para
essas doencgas € direcionada para a fase final da doenca, momento no qual os
sintomas ja estdo aparentes. A identificacdo de biomarcadores no inicio da
gravidez é desejavel a fim de prevenir ou diminuir o impacto de doencas
relacionadas a patologias durante a gestacao.

O resultado apresentado neste estudo mostra que houve a sensibilidade
preditiva e especificidade das complicacdes da gravidez com biomarcadores
urinarios selecionados, 0 que pode contribuir para a prevencao ou tratamento
precoce da hipertenséo gestacional e do diabetes.

Muitas pesquisas sugerem novos biomarcadores urinarios para detecgéo
precoce de doencas, como complicacdes da gravidez. Esses biomarcadores
contribuem de forma valiosa com informacdes importantes sobre o estado
fisiopatologico de muitas doencas (AITEKENOV; GAIPOV; BUKASOV, 2021).
A urina apresenta muitos beneficios para uso na descoberta precoce de
doencgas, pois nao requer nenhum procedimento invasivo, apresenta baixo
risco de infeccdo para muitos patdégenos (BOTEZATU; SERDYUK;
POTAPOVA; SHELEPOQV et al., 2000), ndo sofre protedlise e a analise deste
material € mais facil do que do sangue por conter proteinas altamente solGveis
(OMENN; STATES; ADAMSKI; BLACKWELL et al.,, 2005) e baixo peso
molecular (THEODORESCU; MISCHAK, 2007).

Conforme citado por Jones et al., (2021) e Oglak et al., (2021) esses
painéis de biomarcadores fornecem uma escolha futura importante para a
deteccdo precoce, diagnéstico e prevencdo de doencas, bem como para
rastrear a progressao e resposta a terapia. Atualmente, ndo ha nenhum teste
para identificar precocemente a hipertensao e diabetes gestacional.

Similarmente a outros estudos, nesta coorte descobrimos que tanto os

niveis angiotesinogenio, quanto 6-sulfatoximelatonina urinarios estéo alterados
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durante a gravidez em pacientes com hipertensdo gestacional e diabetes
gestacional.

Para Debernardi, et al., (2020) o desenvolvimento de modelos logisticos
integrando este painel de biomarcadores com dados demograficos e clinicos
poderia tornar possivel estratificar pacientes com risco “normal' ou “grave” de
desenvolver diabetes gestacional e hipertenséo, além do grande beneficio que
havera € o avanco no diagnostico mais cedo dessas doencas possibilitando o
inicio do tratamento mais rapido e contribuindo para diminuir a

morbimortalidade de maes e bebés.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho de dissertacdo cumpriu seu objetivo primario de
avaliar o angiotensinogénio e a melatonina como potenciais biomarcadores
urinérios para diagnosticos de complicagcdes na gravidez, como diabetes e
hipertensdo, seguindo os critérios de inclusédo e exclusao.

Seus achados sugerem que houve ativacdo do sistema renina
angiotensina e 0s niveis de angiotensinogénio urinario aumentaram
significativamente nas amostras de urina de pacientes com diabetes
gestacional e hipertensao gestacional, enquanto a producdo de melatonina
parece ser reduzida nessas doencas.

A andlise das dosagens urinarias dos biomarcadores estudados nas
gestantes recrutadas na coorte, nos mostra a acuracia de cada um dos
marcadores urinarios dosados e o potencial deste na predicdo da hipertensao
gestacional ou do diabetes gestacional.

Como ainda n&o existe um biomarcador para predicdo de doencas em
gestantes, o estudo de novos biomarcadores relacionados com as principais
doencas do periodo gestacional possui grande relevancia, ja que podem
identificar o diagnostico precoce da diabetes gestacional e hipertensao
gestacional, deste modo, uma vez identificada a predicdo da doenca, este
estudo auxilia na adocdo de medidas preventivas e terapéuticas adequadas
para evitar ou retardar a doenca hipertensiva e diabetes na gestante, bem

como o surgimento de complicagdes.
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8 CONCLUSAO

Em resumo, conclui-se que € possivel que a relagcdo angiotensinogénio-
melatonina-creatinina pode ser Util para o diagnostico precoce do diabetes
gestacional ou hipertensdo. Isto pode ser facilmente detectado pela urina

utilizando o método elisa.
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Bairro: Vila Ofimpia

Assinado por:
CARLOS ROCHA OLIVEIRA
(Coordenador)
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Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificacdo de Biomarcadores Urindrios Prognésticos para Preeclampsia e Outras
Complicagdes na Gravidez no Primeiro Trimestre de Gestacio

Pesquisador: Luciana Aparecida Campos Baltatu

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 79831417.7.3001.5467

Instituicdo Proponente: Instituto de Cidnclas Biomédicas da Universidade de Sao Paulo - ICB/USP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2519115

Apresentacio do Projeto:

O projeto da Luclana A. Campos Baltatu, PhD ~ Universidade Anhembl Morumbi- Centro de Inovagdo,

Tecnologia e Educacio (CITE) visa o desenvolvimento de Biomarcadores Urinarios Prognésticos para Pré-
eclampsia, serd desenvolvido no laboratério do Prol. José Cipolla-Neto, MD PhD nas dependendncias do
ICB.

Objetivo da Pesquisa:

Ela visa o estudo de marcadores bioquimicos confidveis para predigio e diagndstico de complicagbes da
gravidez e o objetivo geral do nosso estudo & avaliar novos blomarcadores, preditivos da doenga, que
estejam presentes e mensurdvels na urina de mulheres gravidas. Epscificamente os pesquisadores
pretendem: |) Investigar a sensibilidade e a especificidade de complicacbes da gravidez com blomarcadores
urindrios selecionados: ii) Avaliar a sinergia potencial de uma abordagem combinada de biomarcadores para
predizer resultados de gestacdo. Este estudo sera observacional longitudinal prospectivo de uma coorte de
gestantes do Vale do Paraliba, Sdo José dos Campos. inscritas no pré-natal no hospital pertencente ao Vale
do Paraiba. A coorte sera estudada no final do primeiro trimestre da gravidez e serd acompanhada para
complica¢des da gravidez. Os blomarcadores sdo: anglotensinogénio, melatonina, proteinas de choque
térmico HSP 70 e 90 e fatores feto-placentarios incluindo gonadotrofina coridnica humana (hCG), estriol, alfa
fetoproteina (AFP) e proteina plasmatica A assoclada a gravidez (PAPP- A).
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Espera-se que o etudo proporcione um avango em diagnéstico precoce de doengas assocladas & gravidez.

Avallagéo dos Riscos e Beneficios:

Este estudo faz uso de urina das gravias o que é minimamente Invasivo e risco minimo.

Os critérios de inclusdo incluem:

* Mulheres de 16 anos ou mais

* A idade gestacional entre 6 e 22 semanas para a primeira visita determinada por ultra-som

* Nullipara

+ Grupo de alto risco; presenga de fatores de risco especificos para parto prematuro, hipertenso Iinduzida
pela gravidez ou atraso no crescimento intra-uterino

+ Grupo de balxo risco: gravidez normal sem latores de risco para parto prematuro, hipertensio Induzida por
gravidez ou retardo de crescimento intra-uterino (populagdo controle, selecionada entre 6 ¢ 22 semanas na
clinica pré-natal). O raciocinio para incluir este grupo é que 50-70% das partos prematuros ocorrem em
pacientes sem fatores de risco para parto prematuro

+ Consentir para participar do estudo (assinar TCLE).

1"

Os critério de excluséo incluem:

* Malignidade conhecida prévia+ Gravidez sem confirmagao ultra-sonografica da Idade gestacional
« Gravidez multifocal com mailor ou igual a 3 fetos

* Qualquer hipertensdo diagnosticada antes da gravidez atual

* Diabetes

* Hemorragla vaginal ativa

* Doenca médica grave (insuficiéncia renal, doenga cardiaca congestiva, insuficiéncia respiratoria cronica,
otc.)

+ Asma que requerem esterdides sistémicos

* Paciente que requer medicamentos anti-inflamatérios anti-plaquetirios ou ndo esteroides

* Hepatite ativa

+ Falta de consentimento (ndo assinatura do TCLE),

Comentérios ¢ Consideracbes sobre a Pesquisa:

Esta é uma pesquisa relevante utiizando técnicas candnicas ¢ bem estabelecidas a ser conduzida em um
grupo de pesquisa de exceléncia no ICB em colaboragio com uma pesquisadora do Universidade Anhembi
Morumbi,estudando um coorte atendido num Hospital no Vale do Paraiba.

Enderego: Av. Prol” Linou Prestes, 2415

Bairro: Cidade Universitiria CEP: D5.508-000
UF: sp Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7733 E-mall: cep®icb.usp be

Pagna U2 de 04

55



USP - INSTITUTO DE
CIENCIAS BIOMEDICAS DA ‘GRBrard "
UNIVERSIDADE DE SAO

Contnuacao do Parecer: 2519115

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
O TCLE é diterente do padrao do ICB e gostaria de sugerir que a sentenca: "Nao existem riscos para o

paciente, pois a coleta de urina é de forma nao-invasiva." fosse modificada para: "Os riscos riscos para o
paciente sdo minimos, pois a coleta de urina & ndo-invasiva." Isto para o TCLE estar em linha com o
entendimento da CONEP de qua ndo ha pesquisa sem risco

Ademais, sugiro que a sentenca: "O objetivo geral do nosso estudo & avaliar biomarcadores inovadores,

preditivos de doenga, que estejam presentes @ mensuravels na urina Inteira de mulheres gravidas.
Pretendemos determinar a precisao preditiva de novos biomarcadores urinarios do primeiro trimestre para
complicagdes da gravidez" fosse redigida de forma mais simples e concisa para facilitar o entendomento do
sujeito de pesquisa. e.g., "pretendemos usar sua urina para testar um teste diagndstico que ajude a prever
problemas dutante a gestacao e com isto melhorar o culdado de maes e seus bebés”

lgualmente, o texto: "O beneficic esperado é que a pesquisa e o desenvolvimento de marcadores
bloquimicos confidveis para predi¢do e diagnéstico de complicagées da gravidez podem ter um grande
impacto na saiide matema e do bebe" poderia ser refraseado da seguinte forma: "O beneficio esperado é
que possamos desenvoler ensalos clinicos melhores, mais confiaveis".

Recomendacdes:

Modificar o TCLE para facilitar o entendimento do sujeito de pesquisa e incluir um atelefone de contato para
0s sujeltos de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O Colegiado do CEP - ICB concorda com o parecer do relator em aprovar o projeto. Cabe aos
pesquisadores executantes elaborar e apresentar a este comité relatérios anuais (parciais ou final) de
acordo com o item |I, 11.19 e 11.20 da resolugdo 466/12 do Conselho Nacional da Saade. Com relacdo “as
amostras biolégicas, em ndo havendo ainda um bicrepositorio @ se houver retencdo de material devera ser
solicitado o devido cadastro conforme modelo constante no "site” do ICB. Ao pesquisador cabe também
finalizar o processo junto “a plataforma Brasil quando do encerramento deste.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEP - ICB concorda com o parecer do relator em aprovar o projeto. Cabe aos
pesquisadores executantes elaborar e apresentar a este comité relatdrios anuais (parciais ou final) de
acordo com o item II, 11.19 e 11.20 da resolugdo 466/12 do Conselho Nacional da SaGde. Com
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relacdo "as amostras bioldgicas, em ndo havendo ainda um biorepositério @ se houver retencio de material
devera ser solicitado o devido cadastro conforme modelo constante no "site” do ICB. Ao pesquisador cabe

também finalizar o processo junto "a plataforma Brasil quando do encerramento deste.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Declaracao de CanadeAnueencia_icb.pdf 30/01/2018 |Katia Valtrudes Aceito
Pesquisadores 09:24:05 | Sendeveski Melo
TCLE /Termos de | TCLE.pdf 10/11/2017 |Luciana Aparecida Aceito
Assentimento / 10:09:17 |Campos Baltatu
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 10/11/2017 |Luciana Aparecida Aceito
Bfocht_:ra 10:09:04 |Campos Baltatu
[nvestigador
Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 28 de Fevereiro de 2018

Assinado por:
Camila Squarzoni Dale
(Coordenador)
Endereco: Av. Prof” Lineu Prestes, 2415
Bairro: Cidade Universitiria CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7733 E-mail: cep@icb.usp.br
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