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RESUMO

Introdugao: Evidéncias tém mostrado uma associagédo entre anemia e Diabetes
Mellitus. Contudo, a relagéo entre anemia e Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) ainda
néo esta bem estabelecida, bem como sua repercussao na instabilidade genémica.
Portanto, objetivou-se verificar a associagéo entre anemia e instabilidade gendmica
em mulheres com DMG atendidas em um hospital universitario.

Métodos: Estudo transversal com mulheres apresentando diagnéstico de DMG que
realizaram pré-natal no Hospital Universitario de Santa Maria (RS). Informagdes referentes
ao DMG, anemia e suplementagdo de ferro foram obtidas nos prontuarios. A instabilidade
gendmica foi avaliada pelo ensaio de citoma em micronucleos em células bucais (BMCyt).

Resultados: Das 44 gestantes avaliadas, 28,6% apresentaram anemia e 79,5% foram
suplementadas com ferro. Das gestantes que realizaram suplementacéo, 75,0% nao
apresentaram anemia gestacional. Niveis de hemoglobina ndo se associaram com
a instabilidade genomica (p > 0,05), mas foi observada uma associag&o entre brotos
nucleares e os niveis de glicemia (r=0,977; p = 0,003).

Conclusao: Nao foi verificado associagdo entre anemia e instabilidade gendmica
em mulheres com DMG.

Palavras-chave: Diabetes mellitus gestacional; anemia; suplementagéo de ferro;
instabilidade genémica

ABSTRACT

Introduction: There is evidence of an association between anemia and diabetes
mellitus. However, the relationship between anemia and gestational diabetes mellitus
(GDM) remains to be established, as well as its impact on genomic instability. Therefore,
we aimed to examine the association between anemia and genomic instability in
women with GDM treated at a university hospital.

Methods: A cross-sectional study of women with a diagnosis of GDM who received
prenatal care at the University Hospital of Santa Maria, southern Brazil. Data on GDM,
anemia, and iron supplementation were obtained from medical records. Genomic
instability was assessed by the buccal micronucleus cytome (BMCyt) assay.

Results: Of 44 pregnant women evaluated, 28.6% had anemia and 79.5% received
iron supplementation; of the latter, 75.0% did not have gestational anemia. Hemoglobin
levels were not associated with genomic instability (p > 0.05), but an association was
found between nuclear buds and blood glucose levels (r = 0.977; p = 0.003).

Conclusion: There was no association between anemia and genomic instability in
women with GDM.
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A relacdo entre diabetes e anemia ainda nao
esta bem estabelecida. Ainda, menos se sabe sobre
a associacao entre diabetes mellitus gestacional
(DMG) e anemia'2. Ademais, tanto a anemia, quanto
o diabetes mellitus sdo importantes complicagdes
da gravidez®4.

A anemia por deficiéncia de ferro é a mais
comum desordem nutricional, e estima-se que
aproximadamente 50% das gravidas, em todo o
mundo, sejam anémicas®. Ainda, a anemia tem
sido considerada um dos principais fatores de risco
na gravidez, relacionada com uma série de efeitos
deletérios para o binbmio mae-filho®. Ndo obstante,
a anemia também tem sido associada a maior taxa
de mortalidade materna e perinatal, maior risco de
prematuridade e baixo peso ao nascer, bem como o
nascimento de neonatos com reservas de ferro abaixo
do normal, entre outros™®. A instabilidade genémica,
mediada pelo desequilibrio na producéo e eliminagéo
de espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo)
tem sido observada nas situagdes de anemia ou
sobrecarga de ferro®, bem como no diabetes.
Ademais, estudos prospectivos tem demonstrado
que a gestacao, por si s6, também é uma situagéo
de estresse oxidativo''. Desta forma, a gestagéo tem
papel de gerar danos oxidativos, devido a demanda
metabdlica e atividade mitocondrial aumentadas e
uma grande necessidade de oxigenacgéao dos tecidos.
Outroassim, a anemia, como fator de risco, que pode
estar relacionada com o desenvolvimento de DMG',
quando se estabelece, pode gerar um aumento
ainda maior de danos oxidativos, contribuindo para
a progressao da doenga'.

Entretanto, na literatura, hd uma caréncia
de estudos avaliando o impacto da DMG sobre
a estabilidade genémica e a anemia. Portanto,
o presente estudo teve como objetivo verificar a
associagao entre anemia e instabilidade genémica
em mulheres com DMG atendidas em um
hospital universitario.

CASUISTICA E METODOS

Estudo descritivo transversal realizado com
mulheres DMG atendidas no Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM), RS, Brasil. A coleta de dados
foi realizada no periodo de janeiro a abril de 2015,
enquanto as mulheres gravidas realizavam o pré-natal.

O caélculo amostral foi baseado na premissa de
testar-se coeficiente de correlagédo de 0,5 com poder de
80% e nivel de significancia de 5% em um subgrupo de
DMG com anemia e com suplementagao de ferro, cujo
n seria de 7 individuos. Considerando-se prevaléncia
tedrica de anemia de cerca de 20% e suplementagao de
cerca de 70%, teriamos 14% da amostra na subamostra.
Dividindo-se 7 (n para o teste de correlagdo) por
14% (subamostra), teriamos 50 DMG na amostra.
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A essa amostra que foram acrescidas de 10%, para
cobrir, eventuais perdas e recusas.

Foram incluidas no estudo, gestantes, com idade
igual ou superior a 20 anos, com gestagdo nao
gemelar e que apresentaram diagnésticos clinicos,
durante o periodo gestacional, de DMG e anemia,
bem como assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

O diagnostico de DMG e anemia foram obtidos
através de registros médicos fornecidos pelo HUSM.
Para o diagnostico de DMG, foram considerados
os registros dos dados dos exames bioquimicos
de glicemia de jejum ou teste oral de tolerancia a
glicose (TOTG), entre 24-28% semanas, seguindo
critérios apresentados na Tabela 1. A presenga
de anemia foi diagnosticada pela concentragédo de
hemoglobina, classificada de acordo com o critério
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)"® e o
Ministério da Saude'®, que estabelecem valores
de hemoglobina abaixo de 110 g/L como anemia e
recomendam a suplementagao de ferro (40 mg de
ferro elementar) para todas as mulheres gravidas,
a partir da 20? semana de gravidez'”. Dados de
glicemia jejum, de hemoglobina e suplementacao de
ferro foram coletados dos prontuarios das gestantes
independente do periodo gestacional para associagao
entre as varaveis do estudo.

Tabela 1: Valores para triagem e diagndstico do diabetes
mellitus gestacional (24-28 semanas).

Parametro Valores maximos
Glicemia de jejum 95 mg/dL
TOTG 1h 180 mg/dL
TOTG 2h 153 mg/dL

Fonte: ADA'®. Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Ainstabilidade gendmica, foi avaliada pelo Ensaio
de citoma em micronucleos em células bucais
(BMCyt)'®, no qual recolheu-se células da mucosa
oral, independentemente do periodo gestacional, com
0 auxilio de uma escova cervical e introduzida em
microtubo contendo 1 mL de metanol. As escovas
foram retiradas dos microtubos e entao acrescentados
20 yL de DMSO e centrifugados a 3500 rpm por
3 minutos. Em seguida, foram retirados 200 pL de
sobrenadante e adicionados 200 L de metanol com
o auxilio da micropipeta e, realizado a dissociagao
das células. Todos esses procedimentos (retirar
200 uL de sobrenadante, adicionados 200 uL de
metanol e dissociar as células) foram repetidos por
3 vezes para lavagem das células. Apds essa etapa,
foram retirados 400 L de sobrenadante, sendo entao
100 pL misturados e distribuidos em cada lamina.
Apds secar em temperatura ambiente, foi realizada a
coloragao das laminas pelo método de coloragéo de
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Feulgen e posteriormente analisadas em microscépio.
As células foram classificadas com base na razédo
nuclear-citoplasmatica, morfologia nuclear e textura,
conforme critério de Thomas et al.™®.

Os dados obtidos foram analisados no programa
GraphPad Prism versédo 6.01. A correlagcdo de
Pearson ou a interpolagado grafica com equagao
linear ou quadratica foram empregados para avaliar
aregressao entre as variaveis. Também foi utilizada
a analise descritiva de frequéncia. Foi considerado o
intervalo de confianga de 95% e nivel de significancia
de 5%. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade de Santa Cruz do Sul
(CAAE: 36887414.7.0000.5343) e pela Geréncia
de Ensino e Pesquisa do HUSM (GEP: 092/2014).

RESULTADOS

A populagdo do presente estudo constituiu-se
de 50 gestantes (idade média de 31,83 + 6,50
anos), diagnosticadas com DMG, de acordo com
os registros dos médicos nos prontuarios. Destas
gestantes, 44 apresentaram dados referentes a
anemia e suplementacao de ferro durante a gestagéo.
A maioria das gestantes foram suplementadas
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com sulfato ferroso e ndo apresentaram anemia
gestacional (Tabela 2).

Avaliando a instabilidade genémica, observou-se
associagao significativa apenas entre a frequéncia de
brotos nucleares e os niveis de glicemia (r = 0,997;
p = 0,003). Além disso, parece haver uma tendéncia
a reducao da frequéncia de micronucleos quanto
maiores forem os niveis de glicemia. Os percentuais
de ponte em células binucleadas e de brotos
nucleares tendem a se comportar em forma de
hipérbole (Figura 1).

Tabela 2: Caracterizagdo da amostra. Santa Maria, Rio
Grande do Sul, 2015.

Variavel (%) (n) MédiatDP
Anemia (Hb<110 g/L)
Sim 250 M
Nao 75,0 33
Suplementacéo de ferro
Sim 79,5 35
Nao 205 9
Glicemia (mg/dL) 105,32+27,18
Hemoglobina (g/L) 11,65+ 1,19
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Figura 1: Associacéo entre micronucleos (A), pontes entre células binucleadas (B), células binucleadas (C), brotos
nucleares (D) e a glicemia de gestante DMG. p e r: nivel de significancia e coeficiente de correlacédo, respectivamente,

de acordo com o teste de correlagado de Pearson.

Ainda em relagao a instabilidade genémica, nao
se observou associagao significativa entre dano
no DNA e os niveis de hemoglobina (p > 0,05).
Entretanto, parece haver uma tendéncia a reducéao
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de danos quanto maiores forem os niveis de
hemoglobina, exceto para o percentual de células
binucleadas, que se comportou em forma de
hipérbole (Figura 2).
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Figura 2: Associagao entre micronucleos (A), pontes entre células binucleadas (B), células binucleadas (C), brotos
nucleares (D) e a hemoglobina de gestante DMG. p e r: nivel de significancia e coeficiente de correlagao, respectivamente,

de acordo com o teste de correlagéo de Pearson.

DISCUSSAO

A presente pesquisa verificou a associagéo da
anemia em gestantes DMG com a instabilidade
gendmica. Nesse estudo, a prevaléncia de anemia
foi de 25%, sendo considerado um problema de
saude publica moderado (20,0 a 39,9%), segundo
os critérios da OMS®. A prevaléncia de anemia
encontrada nessa pesquisa pode ser justificada,
em parte, as gestantes estarem em acompanhamento
de pré-natal, visto que menores prevaléncias da
doencga tém sido observadas quanto maiores sao
0 numero de consultas de pré-natal realizadas
pelas gestantes'2?'. Uma forma de prevenir as
complicagbes decorrentes do DMG, bem como da
anemia é a realizagao de um pré-natal adequado,
no intuito de obter-se o diagndstico da patologia
precocemente, minimizando os efeitos danosos,
principalmente para o feto®. Por outro lado, o pré-
natal inadequado tem sido associado a uma baixa
condigdo socioecondmica, acarretando numa alta
incidéncia de morbimortalidade perinatal'®2°,

Na presente pesquisa, 79,5% das gestantes
realizaram suplementagdo com ferro, sendo que
28,6% delas estavam anémicas. Possivelmente,
este fato se deve as recomendagdes do Ministério da
Saude, que indica suplementagao elementar de ferro
a partir da 20? semana de gestagao's. Ainda neste
contexto, 90,9% das gestantes anémicas do nosso
estudo foram suplementadas com ferro elementar,
valor superior ao encontrado no estudo de Camargo
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e colaboradores'® e Saure? no qual, 70,0% e 80,0%
das gestantes com anemia, respectivamente, referiram
uso de suplemento antianémico. Ainda, os mesmos
autores'®? relataram que essa suplementacao ocorreu
em algum momento da gestacdo, sem especificar o
periodo da gestagao. No nosso estudo, também nao
foi possivel identificar o periodo gestacional exato
em que ocorreu o inicio da suplementagdo, uma
vez que na carteira da gestante essa informagao
nao era precisa.

Se por um lado a caréncia de ferro pode comprometer
o desenvolvimento fetal, 0 excesso de ferro também pode
ser prejudicial a saude das gestantes. Neste sentido,
a suplementacédo com ferro, sem a necessidade da
mesma, deve-se ser vista com atengao, pois o excesso
de ferro pode estar relacionado ao desenvolvimento do
DMG?2. O excesso de ferro pode decorrer do uso da
suplementacdo somada a ingest&o dietética aumentada
de ferro (como o ferro heme, presente nas carnes
e em produtos carneos)?®. Considerando os efeitos
deletérios da DMG sobre o feto e a mae, tornam-se
necessarios mais estudos sobre suas consequéncias,
ja que no nosso estudo foi observado que grande parte
das gestantes (79,5%) eram suplementadas, conforme
orientagdo do Ministério da Saude no Brasil, sem o
diagndstico de anemia’®.

Pouco se sabe sobre a relagado entre a anemia
com DMG. Por outro lado, estudos tém demonstrado
que o aumento das reservas de ferro tem sido
associado ao desenvolvimento de DMG?26?7, A
concentragdo de hemoglobina reflete o aporte de
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ferro, sendo que sua deficiéncia ou excesso esta
ligado a instabilidade do genoma?. Embora nio
significativa, no presente estudo, observou-se uma
diminuicédo de danos no DNA, conforme o aumento
dos niveis de hemoglobina. Possivelmente, esse
resultado decorra do fato de que os nossos dados
nao permitiram determinar o periodo gestacional em
que o valor de glicemia foi medido e registrado no
cartdo da gestante. Contudo, as gestantes DMG,
que foram suplementadas com ferro, apresentaram
valores adequados de hemoglobina, permitindo
inferir que, por isso, ndo ocorreu a associagao entre
anemia e hiperglicemia.

Devemos ressaltar ainda que os niveis de
hemoglobina encontrados no prontuario atendiam os
valores de normalidades. Desta forma, provavelmente,
nao se observou um aumento de danos na amostra
estudada, porque os niveis de glicemia ndo estavam
elevados, bem como os niveis de hemoglobina ndo
estavam tao reduzidos®.

E importante ressaltar que para manter a
estabilidade gendmica é necessaria uma alimentacéo
balanceada, e que os presentes dados ndao devem
ser utilizados de forma isolada como indicativo
para suplementacgdes, pois ndo sabemos se
efetivamente as gestantes aderiram ao tratamento.
Desta forma, as necessidades nutricionais das
gestantes podem variar bastante, de acordo com a
propria reserva fisiolégica e, muitas delas podem ser
portadoras de variantes genéticas associadas a uma
sobrecarga de ferro, para os quais a suplementagéo
poderia trazer riscos?’. Em estudos prospectivos,
0 acumulo de danos oxidativos encontrados na
urina no inicio da gestagao tem sido associado a um
risco aumentado de ocorréncia de DMG%*, Tanto
0 excesso de ferro como a deficiéncia de ferro tem
sido associada a acumulo de lesbes oxidativas no
DNA?®. No presente estudo observou-se associagdo
significativa entre dano no DNA apenas com os niveis
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