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RESUMO

A obesidade ¢ uma doenca de etiologia multifatorial, resultante de interagdes complexas
entre fatores genéticos e ambientais. No entanto, o aumento acentuado de sua incidéncia,
precocidade e severidade ndo foram ainda totalmente elucidados. Dentre os inimeros fatores
de risco, diversos achados sugerem, também, que estimulos estressores (p.ex. diabete,
alteragdes nutricionais) na vida intrauterina podem promover alteragdes genéticas e
epigenéticas, predispondo ao desenvolvimento tardio de doencas e disfungdes metabdlicas,
como a obesidade. Assim, o presente estudo foi delineado com o objetivo de avaliar a possivel
relacdo entre o Diabetes melittus gestacional (DMG) e a predisposi¢ao do recém-nascido para
o desenvolvimento de obesidade na vida adulta. Para tanto, foram incluidos no estudo
gestantes saudaveis e gestantes diagnosticadas com DMG e seus respectivos recém-nascidos.
Adicionalmente, adultos obesos e eutroficos foram incluidos como populagdo de referéncia
(controle). Considerando a relacdo entre o diabete e a obesidade com a disfungdo
mitocondrial, foi avaliado o perfil de expressdo de génica e proteica de SOD2 (superdxido
desmutase 2), PPARa (receptor ativador da proliferacdo de peroxissomos alfa) e PPARGC-1p
(receptor ativador da proliferacdo de peroxissomos gamma coativador 1 beta), relacionados ao
metabolismo mitocondrial, em sangue do corddo umbilical e sangue periférico (populagao de
referéncia), e o perfil de expressdo génica em células de placenta (faces materna e fetal).
Primeiramente, nossos resultados demonstraram que individuos obesos apresentavam
aumento da expressao génica e proteica de SOD2, PPARa e PPARGC-1p no tecido sanguineo
quando comparados aos eutroficos (p < 0,05). No entanto, 0 mesmo ndo foi observado no
tecido placentario (expressao génica) e no sangue do corddo umbilical (expressdo génica e
protéica) dos recém-nascidos das gestantes com DMG e seus recém-nascidos em relacdo ao
grupo ndo diabético. Portanto, 0o DMG nao foi fator promotor de alteragdes transcricionais nos
genes SOD2, PPARo. ¢ PPARGC-1p, no tecido placentario materno e fetal e de alteracdes
transcricionais e traducionais em células do sangue do corddo umbilical. Assim, pode-se
concluir que os niveis de expressdo génica e proteica de SOD2, PPARa e PPARGC-1 apesar
de se definiram como potenciais biomarcadores de obesidade no tecido sanguineo de adultos,
ndo sdo apropriados para identificar a predisposicao do recém-nascido a obesidade em maes

com ocorréncia de DMG.

Palavras chave: Obesidade, Diabetes mellitus gestacional, expressdo génica, disfuncdo

mitocondrial.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disease involving complexes interactions between genetic
and environmental agents. However, the increased incidence, early onset and severity of this
disease, are still not well understood. Several findings have demonstrated that in utero
stressors (diabetes, cigarettes, and/or alcohol consumption, etc) can promote genetic and
epigenetic changes predisposing to late development of diseases and metabolic disorders,
such as obesity. The present study was designed to evaluate the possible relationship between
gestational Diabetes mellitus (GDM) and newborn predisposition to obesity his later life.
Healthy and GDM pregnant women and their respective newborns were included.
Additionally, obese and eutrophic adults were recruted as reference population. Considering
the relationship between diabetes and obesity with mitochondrial dysfunction, gene and
protein related to mitochondrial metabolism (SOD2 (superoxide dismutase 2), PPARa
(peroxisome proliferator-activated receptor alpha) and PPARGC-1B(peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivador beta) were evaluated in cells from cord and peripheral
blood (reference population), and in placenta cells (gene expression profile in maternal and
fetal sides). Our results showed an increased gene and protein expression (SOD2, PPARa and
PPARGC-1p) in peripheral blood from obese compared to euthrophic subjects (p <0.05).
However, the same result was not observed in the placental tissue (gene expression) and in
umbilical cord blood cells (gene and protein expression) from GDM women and their
respective newborn compared to the non diabetic group, i.e., GDM was not an effective agent
to promote transcriptional changes in SOD2, PPARa PPARGC-1f in maternal and fetal sides
of placenta, and transcriptional and translational changes in umbilical cord blood cells. In
conclusion, SOD2, PPARa and PPARGC-1f gene and protein expression were confirmed as
potential biomarkers of obesity on blood tissue, but were not linked to the newborn obesity

predisposition in women with occurrence of DMG.

Keywords: Obesity, gestational Diabetes mellitus, gene expression, mitochondrial

dysfunction.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais da obesidade

A prevaléncia global da obesidade vem aumentando substancialmente nas ultimas
décadas'. Para 2025, estima-se que o numero de criangas com menos de cinco anos de idade,
que sejam obesas ou apresentem sobrepeso, aumente para 70 milhdes’. Estima-se para 2048,
que todo residente adulto dos Estados Unidos estard obeso ou com sobrepeso’. Esses dados
sao bastante preocupantes diante da associagdo existente entre obesidade e diversos disturbios
metabolicos, como a dislipidemia, a resisténcia a insulina e hiperglicemia, o aumento de risco
para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, diabete tipo 2 e alguns tipos de cancer”
7. Além disso, estima-se que cerca de 147 bilhdes de délares sejam gastos anualmente para o
tratamento da obesidade apenas nas Américas®, o que torna essa disfuncdo um problema de
saude publica e um dos principais alvos de estudo.

A etiologia da obesidade ¢ multifatorial, sendo decorrente de interagdes complexas
entre fatores genéticos (mutagdes, modulacdo da expressdo e polimorfismos génicos) e
ambientais (sedentarismo e habitos alimentares inadequados)’'?. A obesidade é uma doenga
cronica resultante de distirbios nos mecanismos fisiologicos que regulam a ingestdo de
alimentos e o gasto energético e cujo balanco ¢ um processo que envolve complexa interagao
entre os centros que regulam a saciedade no sistema nervoso central (SNC), especialmente o
hipotdlamo e o tecido adiposo'>'*. Além disso, alteragdes na homeostase mitocondrial
resultam no comprometimento de diversos processos celulares que podem estar relacionados
ao desenvolvimento de obesidade e de outras alteragdes metabodlicas, como a resisténcia a

. . . . . . . 15.1
insulina, o diabete tipo 2, cardiomiopatias, dentre outras'>'®.



1.2 Aspectos genéticos e epigenéticos da obesidade

Embora haja influéncia de fatores ambientais, os fatores genéticos podem ser
determinantes para o desenvolvimento de obesidade, afetando, por exemplo, o indice de
massa corporal (IMC) e a suscetibilidade as comorbidades. Estima-se que a influéncia da
herdabilidade no IMC varie entre 40% e 70%"" 7. Em 2010, Speliotes e al'® demonstraram
que 32 loci génicos estavam relacionados ao aumento do IMC. Recentemente, Tang et al."
em um estudo de meta-andlise, concluiram que de 18 polimorfismos de 16 genes
frequentemente relacionados a obesidade, apenas dois polimorfismos, o SH2B1 (rs7498665),
relacionado a apoptose, ¢ o FAIM2 (rs7138803) a resisténcia a leptina e ao metabolismo
energético, estdo realmente associados positivamente a sobrepeso/obesidade. Diversos
estudos demonstram, também, a associacdo entre a obesidade e alteracdes no padrao de
expressdo génica. Lee ef al.*® observaram diferencas significativas entre o perfil de expressio
génica em adipocitos de obesos e ndo obesos em uma populagdo de indios Pima, os quais
possuem alta prevaléncia de obesidade e diabete. Em 2009, Hindle e al.*' observaram, em
sangue venoso de individuos obesos, a hiperexpressao de genes relacionados ao metabolismo
de carboidratos e associaram este achado ao processo de resisténcia a insulina e a
predisposicdo ao diabete tipo 2. Além disso, esses autores identificaram a hiperexpressao de
genes relacionados ao processo inflamatorio (TNF-a, STX7 e HOXB6) e a hipoexpressao de
genes de metabolismo lipidico (PPAR, TOP2B, STAG2 e STAG3). Mais recentemente,
Hulsmans et al.** reportaram que vias relacionadas & sinalizagdo, crescimento, proliferagdo e
morte celular também apresentavam-se diferencialmente reguladas em monocitos de
individuos obesos.

Além dos aspectos genéticos, os eventos epigenéticos podem também desempenhar

23-25

papel relevante no desenvolvimento da obesidade™ . Esses consistem em modificagdes
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quimicas na base pirimidica citosina (metilagdo) ou nas proteinas histonicas (metilagao,
acetilagao) que regulam o processo de transcricdo de maneira integrada e dinamica. A
metilacao e acetilagdo dos residuos de lisina das proteinas histonicas e a metilagao das ilhas
CpG promovem a inibicdo da transcrigdo por atuarem direta e/ou indiretamente na
acessibilidade ao DNA, por meio do remodelamento da cromatina, ou por impedir a ligagado
de uma proteina regulatéria com o sitio alvo na molécula de DNA**?’. Adicionalmente, a
oxidagdo da 5-metilcitosina, resultando na S5-hidroximetilcitosina (ShmC), também pode
interferir na expressdo génica, como ja foi demonstrado por Williams et al.*° ¢ observado em
algumas neoplasias malignas’® ¢ em doengas neurodegenerativas, como a doenga de
Hun‘[ington3 ? ¢ Alzeimer™. A familia de enzimas TET, que contém trés membros (TET 1,
TET 2 e TET 3), realiza o controle da expressdo génica por meio do seu dominio CXXC, que
¢ altamente conservado e contém sitios de ligacdo/interacdo com outras proteinas (como
DNMTI1, MBDI1, MLL e KDM2A), sendo responsavel pela conversdao da 5-metilcitosina em
5hmC***. Zhang et al.*® demonstraram que a proteina TET1 humana liga-se a regides de
ilhas CpGs no DNA promovendo a hidroxilagdao da Smc em Shmc, regulando, positivamente,
a transcri¢io génica. Recentemente, Ge et al.’’, em um artigo de revisdo, apresentaram
resultados de diversos estudos realizados em modelo animal e em seres humanos, no qual
evidenciam a existéncia de alteragdes epigenéticas promovidas pela hiperglicemia em
embrides e odcitos e sugerem que essas alteragdes podem estar relacionadas ao
desenvolvimento da obesidade e do diabete tipo 2 na vida adulta. Da mesma forma, Su et
al.*®, em uma revisio de dados provenientes de estudos da Genome-Wide Association studies
(GWAs), associaram, positivamente, a metilacdo do gene LY86 (Lymphocyte Antigen 86 —
envolvido na resposta imune inata) com o desenvolvimento de obesidade, a resisténcia a

insulina e ao processo inflamatério. Avaliando o perfil de metilagdo global em 479 pacientes



(Cardiogenesis Consortium), Dick et al.*® também observaram relagdo entre a metilacio do
gene HIF3A (Hypoxia Inducible Factor 3, Alpha Subunit) e IMC elevado. Esses autores
demonstraram, também, que alteragdes nas vias dos fatores de transcricdo envolvidos na
resposta a baixas tensdes de oxigénio e no processo de angiogénese podem ter agao
importante para o aumento do IMC.

Além da metilagdo do DNA, alteragdes pos-traducionais, como a acetilacdo e a
metilacdo de proteinas histonicas, também podem interferir no padrio de expressdo génica’.
Mikkelsen ez al.*' sugerem que a acetilagio na histona H3k27 est4 associada a ligagdo de
fatores de transcricdo em regides promotoras de genes relacionados ao metabolismo lipidico.
Em estudo anterior, Aagaard-Tillery et al.** demonstraram, em primatas (Macaca fuscata),
que a dieta hipercaldrica administrada durante a gestacao pode alterar a estrutura da cromatina
de neonatos por meio de modificacdes epigenéticas em proteinas histonicas. Além disso, esses
autores associaram tais altera¢des ao desenvolvimento tardio de obesidade na prole dessas
gestantes, sugerindo que eventos epigenéticos podem ter papel importante na programagao
fetal. Anteriormente, dois estudos epidemioldgicos haviam evidenciado a relagdo entre o
baixo peso do recém-nascido € o aumento da pressao sanguinea na vida adulta, predispondo
ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Esses achados deram origem ao conceito de
“programagao fetal”, que relaciona a exposi¢do a estimulos fora dos padrdes fisiologicos
(estimulos estressores) em periodos criticos do desenvolvimento fetal (p.ex. diabete,
alteragdes nutricionais, compostos do cigarro etc) a risco aumentado para o aparecimento de
certas doencgas ou disfunc¢des organicas, como problemas cardiovasculares e hipertensdo™™*.
De fato, varios estudos tém associado modificagdes epigenéticas resultantes de eventos
extressores in utero € no periodo pds-natal, ao risco aumentado para obesidade em algum

r + 1,.45-4
periodo da vida*™*’.



1.3 Diabetes mellitus, disfun¢ao mitocondrial e obesidade

Diabetes mellitus ¢ um grupo de doengas metabolicas caracterizadas por hiperglicemia
resultante de defeitos na secre¢do e/ou acdo da insulina®®. O desenvolvimento do diabete esta
intimamente associado ao desenvolvimento da obesidade, pois modificagdes nas vias do
metabolismo lipidico e energético (mitocondrial) levam ao aumento do tecido adiposo e
promovema resisténcia a insulina e alteragcdes no metabolismo hepatico, levando ao aumento
dos niveis séricos de glicose, além de alteracdes fisiologicas hipotaldmicas relacionadas a

930 pe fato, Arruda et al’! demonstraram, em modelo animal, que a obesidade

saciedade
leva a alteragdes estruturais na mitocondria e no reticulo endoplasmatico (RE) promovendo a
reorganizacdo de seus sitios de comunicagdo fisica e, com isso, o acimulo de cdlcio na
mitocondria, o qual compromete a capacidade oxidativa e promove o aumento da produgado de
ROS, stress celular, desregulacdo na acdo da insulina no figado e alteragdes no metabolismo
da glicose.

As mitocondrias sdo organelas citoplasmaticas envolvidas no metabolismo energético
e na producdo de energia por meio do processo de fosforilagdo oxidativa, resultando na
produgdo de ATP, que ¢ utilizado em diversas fungdes celulares primordiais, incluindo a
proliferagio celular, apoptose, homeostase intracelular de célcio®>. No entanto, o metabolismo
mitocondrial pode promover a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que, por sua
vez, podem interagir com diversas macromoléculas (DNA nuclear e mitocondrial, lipideos e
proteinas) e danificar organelas e componentes celulares™. Alteragdes na homeostase
mitocondrial no musculo estriado esquelético foram descritas em individuos obesos € em

modelos animais de obesidade, sendo consideradas como precursoras do processo de
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resisténcia a insulina®*°. Estudo conduzido em pacientes obesos diabéticos e nio diabéticos



mostrou reduzido do nimero de mitocondrias com consequente diminui¢do do conteudo de
DNA mitocondrial (DNAmt) nos adipécitos dos obesos com diabetes e aumento nos nao-
diabéticos. Segundo Lindinger et al.’®, essas alteracdes refletem o processo de disfuncio
mitocondrial que pode ser parcialmente explicado como uma resposta ao quadro de
resisténcia a insulina e/ou como mecanismo compensatorio a obesidade. Varios sao os fatores
que podem levar a disfungdo mitocondrial, dentre os quais alteragdes transcricionais, pos-
transcricionais e traducionais de genes que participam direta ou indiretamente das vias do
metabolismo mitocondrial, como, por exemplo, os fatores de transcricdo PPARs ¢ seu
coativador PPARGC-1a, além dos genes SOD e Mnf2""®,

O gene SOD?2 (superdxido dismutase 2) codifica uma enzima que atua na defesa
antioxidante mitocondrial, sendo uma das responsaveis pela inativagdo do anion superoxido
por meio do processo de redu¢do, tendo como resultado a producao de perdxido de hidrogénio
e oxigénio®’. Madsen-Bouterse et al.®’, em estudo in vitro utilizando células endoteliais de
retina de Bos taurus observaram que a hiperexpressdo de SOD2 atenuou as alteragdes
promovidas pela hiperglicemia, diminuindo os niveis das lesdes oxidativas no DNAmt e
restaurando o nivel de expressao dos genes relacionados ao metabolismo mitocondrial (GSH e
OGGI). O estudo realizado por Larsen ef al.®', em bidpsias de tecido muscular de pacientes
diabéticos, mostrou que a diminuigdo dos niveis proteicos de SOD2 e o aumento da atividade
de proteinas associadas a cadeia transportadora de elétrons levavam a diminuicdo da
capacidade antioxidante e ao aumento do metabolismo mitocondrial como mecanismos
compensatérios 4 resisténcia a insulina. Mais recentemente, Liu et al*® utilizando
camundongos transgénicos, demonstraram que a expressdao aumentada dos genes SODI e

SOD?2 poderia reduzir o efeito deletério promovido pela dieta obesogénica por meio da



redu¢do do niveis de ROS e restauragdo da capacidade oxidativa mitocondrial,prevenindo,
assim, o desenvolvimento de resisténcia a insulina.

Os produtos dos genes PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors) sao
fatores de transcrigao que pertencem a superfamilia de receptores de hormonios nucleares que
estdo envolvidos na homeostase de energia. Fazem parte desse grupo de genes o PPAR-a, o
PPAR-y e o PPAR-f/0. O PPAR-0, especialmente transcrito no figado (hepatécitos), participa
da biogénese mitocondrial e desempenha papel central no metabolismo de lipoproteinas,
oxidacdo de d4cidos graxos, resposta inflamatdria e estresse oxidativo®. Recentemente,
Nicholas et al.** observaram que a obesidade materna promove, na prole, a diminuicio da
expressao dos genes PPAR-a, PPARGC-la e GCNS5 no tecido hepdtico, alterando o
metabolismo lipidico e contribuindo para o desenvolvimento futuro de obesidade e diabete.
Capobianco et al.®® observaram diminui¢do dos niveis proteicos de PPARo ¢ PPARy em
tecido placentirio de gestantes com Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o que poderia estar
relacionado ao aumento da produgdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN) e alteragdo do
transporte de lipoproteinas entre o organismo materno e o feto, interferindo, portanto, no
desenvolvimento fetal.

Outros importantes determinantes do metabolismo mitocondrial sdo os PPARy
coativador-la e B (PPARGC-1a e B), que estdo relacionados a regulagdo de diversos genes
envolvidos na biogénese e respiracdo mitocondrial, como, por exemplo, os genes NRFI,
NRF2, ERR-a/p/y, CPTI, CPT2°°®_ Diferentemente do PPARGCI-a, o gene PPARGC-1f3
ndo tem sua expressdo afetada por certos estimulos ambientais, como atividade fisica e o

frio’°.



1.4 Diabetes mellitus gestacional, programacao fetal e obesidade

Como citado anteriormente, dois estudos epidemioldgicos deram origem ao conceito
de “programacao do desenvolvimento (developmental programming)”, referindo-se ao fato de
que estimulos estressores podem promover altera¢des no feto que se refletirdo em risco para o
desenvolvimento tardio de certas doengas™**. A resposta fetal ao ambiente estressor estd
relacionada a alteracdes moleculares e fisiologicas que podem permanecer durante a vida

adulta’'”.

Dentro desse contexto a hiperglicemia promovida pelo Diabetes mellitus
gestacional (DMG) ¢ considerada um dos fatores estressores que podem afetar o
desenvolvimento fetal’*”>. O DMG ¢é uma condicdo caracterizada pela intolerdncia & glicose
manifestada durante o periodo gestacional’®”’. Estudos epidemioldgicos longitudinais
demonstram que o diabete durante a gestagao pode aumentar o risco do recém-nascido para o
desenvolvimento de obesidade na infancia e final da adolescéncia. Em 2003, Gillman et al.”*
observaram que o DMG esté associado ao aumento do risco para sobrepeso na faixa entre 9 e
14 anos de idade e que este fato poderia ser parcialmente explicado pelo peso aumentado ao
nascimento. Lawlor et al.”® evidenciaram que o Diabetes mellitus maternal (diabete tipo 1,2 e
gestacional) estd associado ao IMC aumentado em individuos do sexo masculino aos 18 anos
de idade, mas que esta associacdo ¢ independente do IMC materno.

Dentre as consequéncias do DMG para o feto/recém-nascido incluem-se a
macrossomia, a hipoglicemia, a sindrome do desconforto respiratdrio, o risco aumentado para
o desenvolvimento da obesidade, a intolerancia a glicose, o diabete tipo 2 e complicagdes
cardiovasculares’"’. Além disso, em decorréncia do DMG, o tecido placentério pode sofrer
alteracdes estruturais e funcionais como o espessamento do estroma das vilosidades

corionicas, as quais podem estar relacionadas & macrossomia fetal®. Outro fator relacionado a

macrossomia dos recém-nascidos de maes com DMG ¢ a hiperglicemia fetal, a qual promove
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a hiperinsulinemia fetal, que, por sua vez, atua aumentando a sintese e armazenamento de
triglicerideos nos adipécitos e, consequentemente, o aumento do tecido adiposo fetal®'. De
fato, Marseille-Tremblay et al.** observaram aumento da expressdo da proteina FAS (fasty
acid sinthase) em resposta ao aumento dos niveis das citocinas inflamatoérias TNF-a e IL-1B
no tecido placentario de pacientes diagnosticadas com DMG, demonstrando que o
metabolismo placentario pode ser modulado por alteracdes no metabolismo materno e,
subsequentemente, alterar o desenvolvimento do feto.

Wentzel et al® , utilizando modelo animal para inducdo de diabetes, observaram
diminuicdo da expressao dos genes MnSOD, CuZnSOD e GPx em embrides que apresentavam
alteracdes morfogénicas, sugerindo a defesa antioxidante como fator importante no
desenvolvimento embrionario. A diminui¢ao da defesa antioxidante também foi observada em
prole oriunda de gestacdo sob condigdes de restricdo protéica, € os mecanismos que levariam
a essa diminuicdo estariam relacionados a hipoexpressdo dos genes MnSOD, CuZnSOD e
HO-1 (hemeoxidase-1) em células do tecido pancreatico, o que poderia ser um dos fatores
responsaveis pelo desenvolvimento tardio de diabete®. Outros autores, utilizando modelos
similares de inducdo de diabetes, observaram diminui¢do da expressao génica e protéica de
PPAR-a associadas ao aumento do acimulo lipidico, producao de 6xido nitrico e peroxidacao
lipidica no tecido placentario, hepatico e pulmonar, dados estes que sugerem que o PPAR-a
teria papel relevante no desenvolvimento fetal®™’. Embora os mecanismos moleculares que
relacionam um ambiente intrauterino adverso ao desenvolvimento futuro de doencas sejam
pouco conhecidos, hd evidéncias que sugerem que alteracdes epigenéticas desempenhariam
papel relevante nesse sentido®®. Embora as informagdes epigenéticas sejam herdaveis e
reversiveis, ha estudos que demonstram que fatores estressores in utero podem induzir

alteracOes epigenéticas persistentes e, com isso, favorecer efeitos deletérios tardios ao



individuo. Burdge ez al.’’, utilizando modelo animal de restricio de crescimento intrauterino
(dieta hipoprotéica), observaram uma hipometilagdo da regido promotora dos genes GR
(receptor de glucocorticdide) e PPAR-o. em células do tecido hepatico, que podem refletir em
alteragdes em vias relacionados a inflamagdo e ao metabolismo lipidico. Além disso, os
autores verificaram que as alteracdes induzidas na prole F1 foram transmitidas a geracao F2.
Resultados similares foram obtidos por Lillycrop er al’® utilizando o mesmo modelo
experimental, demonstrando que a hipometilagdo das ilhas CpG da regido promotora do gene
PPAR-a persistiam nos animais até a idade adulta.

Dois estudos realizados em individuos de uma mesma populagdo demonstraram que
aos 60 anos os filhos de mulheres submetidas a restricdo alimentar no periodo gestacional
apresentavam hipometilagdo de regides do gene IGF2 (insulin growth fator 2)°" e alteragdes
no padrdo de metilagdo de genes relacionados ao crescimento, desenvolvimento e
metabolismo energético (INSIGF, LEP, IL10, MEG3, GNASAS, ABCAI )92. Mais

recentemente, Van Abeelen et al.”

relataram que a restricdo alimentar aguda durante o
periodo pods-natal (infancia ou adolescéncia) estaria relacionada ao aumento do risco de
desenvolvimento de diabete tipo 2 durante a vida adulta.

Diante do exposto, pode-se sugerir que o Diabetes mellitus gestacional levaria a
alteragdes no desenvolvimento fetal por meio de modificagdes genéticas, epigenéticas e

traducionais e que estas poderiam estar relacionadas ao aumento do risco para o

desenvolvimento futuro de obesidade.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo foi delineado com o objetivo de investigar se possiveis alteragdes
transcricionais e traducionais estimuladas pelo DMG em genes relacionados ao metabolismo
mitocondrial podem estar relacionadas a predisposi¢do ou risco do recém-nascido para o
desenvolvimento de obesidade na vida adulta. Para isso, foram investigados:

- o perfil de expressdo génica e proteica de SOD2, PPAR-0. ¢ PPARGC-1p no sangue do
corddo umbilical de maes com DMG, de gestantes saudaveis e no sangue periférico de adultos
obesos e eutroficos;

- o perfil de expressdo génica de SOD2, PPAR-o. ¢ PPARGC-1f em células do tecido
placentario (faces fetal e materna);

- a existéncia de similaridades entre os padroes de expressdo génica em células sanguineas
dos recém-nascidos de maes com DMG e dos adultos obesos, a fim de identificar

biomarcadores precoces de risco para a obesidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP (Protocolo 14489013.0.0000.5411). Todos os participantes (sujeitos do
estudo) assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com o
estabelecido pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Foram coletadas amostras de tecido placentario de 19 gestantes (média de 32,42 +
5,19 anos de idade) diagnosticadas com DMG (Grupo 1) e do sangue do corddao umbilical de
seus respectivos recém-nascidos (Grupo 2), sendo 10 do sexo masculino e 9 do feminino; de
19 gestantes saudaveis (31,19 + 6,46 anos) e sem nenhum tipo de complicacdo durante a
gravidez (Grupo 3) e de seus recém-nascidos (Grupo 4), pareados por sexo com aqueles do
Grupo 2. Também foram coletadas amostras de sangue periférico de 15 individuos adultos
obesos (média de idade de 30,26 + 4,73 anos), 11 do sexo masculino e 8 do sexo feminino
(Grupo 5) e de 19 adultos eutroficos (média de 28,52 + 3,92 anos), pareados por sexo e idade
com os obesos. O diagnostico do DMG seguiu os critérios recomendados pela American
Diabetes Association™, com modifica¢des propostas por Rudge er al.’®, a saber: foram
utilizados dois testes diagndsticos, o teste de tolerancia a glicose de 2 horas (TTG-2h) e o
perfil glicémio. O TTG-2h considera dentro da normalidade os niveis de glicose até 95 mg/dl
em jejum, 180 mg/dl e 155 mg/dl, respectivamente 1 e 2 horas apds do consumo de 75 gramas
de dextrosol. Para a avaliacao do perfil glicémico, o limite maximo para os niveis de glicose
foram de 90 mg/dl para a glicemia em jejum e 130 mg/dl no periodo pds-prandial. O DMG foi
confirmado quando dois ou mais parametros do TTG-2h atingiram ou ultrapassaram os

valores maximos, associados ou nao a alteragdes no perfil glicémico. Para todos os grupos
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foram excluidos individuos que faziam uso regular de medicamentos (exceto mulheres com
uso regular de anticoncepcional) e/ou possuiam doencgas cronicas. No Grupo 6 (eutrdficos)
foram incluidos apenas individuos sem historico familial de doencas cronicas considerando-
se, para isso, parentesco de 1° grau (pai, mae e irmaos). As gestantes com DMG foram
recrutadas na Maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP e as saudaveis no Hospital Unimed de Botucatu; os individuos adultos obesos (IMC >
30 kg/m?) e eutrdficos (IMC entre 18-24.9 kg/m?) foram selecionados entre habitantes da
cidade de Botucatu/SP. O IMC foi calculado dividindo-se o valor do peso corporeo
(quilogramas) pelo da altura (metros) ao quadrado”’.

Como fumantes, foram considerados os individuos que tivessem fumado pelo menos
100 cigarros durante a vida, ou que estivessem, no momento do recrutamento, fumando
esporadicamente, ou todos os dias; como ex-fumantes foram considerados aqueles que
haviam parado de fumar ha pelo menos um ano antes da coleta da amostra’®. Para avaliaco
do consumo de alcool foi sujeitos do estudo foram classificado em trés categorias: nao
consumidor, definido como nenhum consumo de alcool, ou o consumo social; consumo
moderado, definido como o consumo de até 1 copo (aproximadamente 100 ml) de bebida
alcoolica por dia, ou mais do que um copo nos finais de semana; consumo elevado, definido
como o consumo de mais de 1 litro de bebida alcodlica leve (cerveja, vinho, ou cidra), ou 2
copos de bebida destilada (cachaga, vodka, ou uisque) por dia, por pelo menos 6 anos’’. Os
individuos foram considerados "expostos a substancias toxicas" (pesticidas, solventes,
exaustdo de diesel, tinturas etc) caso relatassem historia de exposi¢ao, ou exposigao atual, por

pelo menos 2 anos””.
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3.2 Coleta e armazenamento das amostras biologicas

Ap6s o parto, a placenta foi coletada, colocada em solugdo salina 0,9% e removida a
placa coridnica ¢ as membranas adjacentes. Fragmentos de aproximadamente 0,5 cm® da face
materna (por¢do extra-vilosa) e da face fetal (por¢do vilosa) foram colocados em tubos para
posterior extragdo de RNA total (tubos de 1,5 mL contendo RNALater,; Life Technologies,
EUA) e de proteinas. Os tubos contendo os fragmentos para a extragdo de RNA
permaneceram 24 horas em geladeira 4°C, para, entdo, ser removida a solu¢do de RNALater ¢
serem armazenados em freezer a -80°C. Os procedimentos de coleta, processamento e
acondicionamento em RNALater das amostras de tecido placentario foram conduzidos em
menos de 40 minutos. Os criotubos contendo os fragmentos destinados a extracdo proteica
foram imersos em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em freezer a — 80 °C.

Foram também coletadas amostras de 9 mL de sangue do corddo umbilical dos
recém-nascidos e de sangue periférico dos individuos adultos obesos e eutrdficos. Destas, 5
mL foram colocados em PAXgene Blood RNA Tubes (PreAnalytiX, Suica) e destinados a
extracdo de RNA total, e 4 mL foram coletados em tubo com EDTA e utilizados para a

extracdo de DNA e de proteinas.

3.3 Extracoes de RNA e proteinas

A extragdo de RNA total do tecido placentario (faces fetal e materna) foi realizada
utilizando-se o RNeasy® Mini kit (Qiagen, EUA). As amostras de sangue acondicionadas nos
tubos Paxgene foram processadas com o Paxgene Blood RNA kit (Qiagen, EUA) para a
extracdo de RNA total. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o protocolo
do fabricante. A extra¢do proteica de fragmentos da placenta (faces materna e fetal) e do

sangue (corddo umbilical e periférico) foi realizada no Laboratério de Desreguladores
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Endocrinos e Carcinogénese, do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP, sob a
coordenagao do Dr. Wellerson Rodrigo Scarano. Os procedimentos foram realizados de
acordo com protocolo in house proposto por Knapp et al. **, com poucas modificacdes.
Resumidamente, as amostras foram homogeneizadas em tampao RIPA (Merck Millipore,
EUA) a 4 °C (pH 7,4), com a adig¢ao de inibidores de protease (Sigma-Aldrich, EUA) (1Mm
de EDTA, IMm de PMSF, 1 pg/mL de aprotinina, 1 ug/mL de leupeptina e 1 ug/mL de
pepstatina) e deixadas em gelo por 1h e 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 10.000g por 20 min a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado para as etapas
posteriores. A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford”, com
modificagdes. As amostras de RNA foram quantificadas em espectrofotometro NanoVue
(GE) e a qualidade e integridade verificada em gel de agarose a 1,5%; para as proteinas as

avaliagdes de quantidade e qualidades foram realizadas em gel de poliacrilamida 4%-15%.

3.4 Expressao dos genes SOD2, PPAR-a e PPARGC-1f (qPCR-RT)

A avaliacdo da expressdo dos genes SOD2, PPAR-a e PPARGC-1p foi realizada pela
técnica de QPCR-RT. Resumidamente, apos a extracdo de RNA total foi realizada a sintese de
cDNA utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems,
EUA), conforme instrugdes do fabricante. As etapas da PCR foram realizadas em
termociclador automatico (ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System, Applied
Biosystems), utilizando-se o sistema TagMan® (Applied Biosystems, Branchburg, New
Jersey, EUA), que é composto por um PCR Master Mix universal e uma sonda especifica para
cada gene, marcada com o fluorocromo FAM. A andlise foi feita pelo método do CT

Comparativo (AACT), que se fundamenta na formula aritmética 2*“, em que o AACT=
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média do ACT (grupo tratado) - média do ACT (grupo calibrador). O ACT ¢ a diferenga entre
o CT do gene de interesse e o CT do gene enddogeno'®.

Para a escolha do melhor controle endogeno foi utilizado o algoritmo geNorm. Os
experimentos foram realizados em duplicatas ¢ o gene ACTB foi escolhido como gene
endogeno. Para a preparagao da PCR, utilizou-se o kit Tagman Universal PCR Master Mix
com primers e sondas especificas para os genes SOD2, PPAR-a, ACTB ¢ PPARGC-1f, com
volume final de 10 pl. O protocolo utilizado para a PCR em tempo real (em placa optica de 96
pogos) foi de 2 minutos a 50°C (1x), desnaturacdo pré-PCR (1x) por 10 minutos a 95°C,
desnaturacdo por 15 segundos a 95°C e anelamento primer/agdo da Tag/captacdo de

fluorescéncia da sonda por 1 minuto a 60°C (ciclo de 40x).

3.5 Expressao proteica por Western blot

A técnica de Western blot seguiu o protocolo proposto por Brandt er al.'”, com
modificacdes. Foi realizada a avalia¢do da expressdo proteica de SOD2, PPAR-a e PPARGC-
1B em células do sangue do corddo umbilical de gestantes com DMG e saudéaveis e de sangue
periférico de adultos obesos e eutroficos. Resumidamente, um total de 70 pg de extrato
protéico foi separado em gel Mini-protean TGC Precast a 4%-15% (BioRad, EUA).
Posteriormente, o extrato foi transferido para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) em
tampao de transferéncia (25 Mm de Tris-HCI, pH 8,3, 192 Mm de glicina, 20% de metanol) a
0,350 A a 4 °C por 1h 30min. O padriao de corrida das amostras foi mantido e confirmado
pela coloragdo de Ponceau S. A seguir, as membranas de nitrocelulose foram tratadas com
tampao de bloqueamento (1-5% de leite desnatado em TBS-T ou 1%-5% BSA) por 1 h ou
overnight, conforme instru¢do do fabricante. Apds esse periodo as amostras foram incubadas

com os anticorpos primdrios contra SOD2 (Abcam, UK), PPAR-a (Abcam, UK), PPARGC-
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1B (Abcam, UK) e B-actina (Santa Cruz, USA) overnight a 4 °C e, entdo, lavadas 5 vezes em
solucdo de TBS-T. As membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-rabbit
(SOD2, PPAR-a ¢ PPARGC-1pB) e anti-mouse (P-actina) por 2h. As bandas contendo as
proteinas foram analisadas e quantificadas utilizando-se o aparelho G-Box (SynGene, UK). O
conteudo protéico total de SOD2, PPAR-a e PGC-1 B foi normalizado em relagao a expressao

da B-actina, sendo apresentados em unidades arbitrarias de densidade optica

3.6 Analise estatistica

A distribui¢do dos dados demograficos foi analisada pelos testes de Shapiro-Wilk,
Kolmogorov-Smirnov e Cramer-von Mise. O teste t de Student foi utilizado para
comparagdes dos resultados referentes a idade, peso do recém-nascido, IMC e glicemia de
jejum entre os grupos (diabético vs ndo-diabético e obesos vs eutroficos). Para a analise dos
dados de expressdo génica e proteica foi realizada a analise de variancia a um critério (one
way ANOVA), seguido da andlise post-hoc pelo teste de Tukey. Para as comparacdes entre as
proporcdes de individuos do sexo feminino e masculino foi utilizado o teste do Qui-quadrado.
Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software SAS para Windows (v.9.2). Os

dados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas demograficas da populagdo estudada. Nao foi
observada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos de estudo em relagdao a
idade, peso do recém-nascido, ganho de peso durante a gestagdo, nimero de tabagistas e nao
tabagistas e de individuos/recém-nascidos do sexo feminino e masculino. Diferengas
significativas foram observadas entre os valores de IMC das gestantes com DMG e as
saudaveis (31,92 + 6,89 vs 23,46 £ 1,50; p < 0,01) e dos individuos obesos e eutrdficos (34,68
+5,27 vs 21,69 + 1,85; p <0,01).

Os dados sobre a expressdo dos genes SOD2, PPARa ¢ PPARGC-If estdo
apresentados, respectivamente, nas Figuras 1, 2 e 3. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na expressdo relativa desses genes em células do tecido
placentario (faces fetal e materna) e do sangue do cordao umbilical de recém-nascidos de
gestantes com DMG e saudaveis. Os genes SOD2, PPAR-a ¢ PPARGC-If apresentaram
expressdo significativamente aumentada nas células do sangue periférico dos individuos
obesos comparados aos eutroficos (p < 0,05).

As Figuras 4, 5, 6 e 7 apresentam, respectivamente, os valores referentes a expressao
das proteinas SOD2, PPARa e PPARGC-1B em células sanguineas (sangue do cordao
umbilical e periférico). Nao foram observadas diferencas significativas na expressao das trés
proteinas nas células sanguineas dos recém-nascidos de gestantes com DMG quando
comparados aos de gestantes saudaveis. Por outro lado, foi detectado aumento significativo na
expressao de SOD2, PPARa e PPARGC-IB no tecido sanguineo de adultos obesos em
comparac¢do ao de individuos eutréficos (p < 0,05; Figuras 4, 5, 6 € 7). As andlises estatisticas

que levaram em consideragdo as variaveis IMC, género, idade e habito tabagista
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(demonstrados na Tabela 1) demonstraram que essas nao influenciaram os resultados da

expressao génica e proteica.
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Figura 1 — Expressdo relativa do gene SOD2 em gestantes saudaveis (GS) e com Diabetes
mellitus gestacional (DMG) e seus respectivos recém-nascidos, e em adultos obesos e
eutroficos. SC: células de sangue do corddo umbilical de recém-nascidos; PF: células da
placenta, face fetal; PM: células da placenta, face materna; SP: sangue periférico. *p< 0,05
em relagdo aos individuos eutroficos.
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Tabela 1 — Dados demograficos da populagao estudada

n .Genero Idade Etnia Gllc.efma em IMC Peso do RN Via de Parto Consumo de

Grupos (%) (paciente ou RN) (anos) jejum (kg/m?) @ Alcool

° (mg/dL) & g
M F B PN Cesarea Vaginal NC CM CE

Gestantes Saudaveis 19 9 10 31,19+ 6,46 16 3 77,18+4,40 23,46+1,50 3312,1+418,30 19 - 13 6 -
Nao Fumantes 16 (85) 7 8 - 13 3 - - - - - 13 5 -
Fumantes e ex-fumantes 3 (15) 2 2 - 3 - - - - - - - 1 -
Gestantes com DMG 19 10 9 3242+5/19 14 5 95,81£10,00*  31,92+6,89*  3413,23+560,35 17 2 18 1 -
Nao Fumantes 18 (95) 10 8 - 13 5 - - - - - 17 1 -
Fumantes e ex-fumantes 1(5) - 1 - 1 - - - - - - 1 - -
Obesos 19 11 8 30,26+4,73 14 5 - 34,68+5,27** - - - 1 15 3
Nao fumantes 16 (85) 9 7 - 11 5 - - - - - - 12 3
Fumantes e ex-fumantes 3(15) 2 1 - 3 - - - - - - - 3 -
Eutroficos 19 10 9 28,52+£3,92 14 5 - 21,69+1,85 - - - 2 14 3
Nao fumantes 16 (85) 7 9 - 11 5 - - - - - 1 14 1
Fumantes e ex-fumantes 3 (15) 3 - - 3 - - - - - - 1 - 2

RN: recém-nascido; M: masculino; F: feminino; B: branco; P/N: pardo ou negro; IMC: indice de massa corporea; NC: ndo consome bebida alcodlica;
CM: consumo moderado de bebida alcodlica; CE: consumo elevado de bebida alcodlica. * p<0,05 em relacdo as gestantes saudaveis; ** p<0,05 em

relagdo aos individuos eutréficos.
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Figura 2 — Expressao relativa do gene PPARa em gestantes saudaveis (GS) e com Diabetes
mellitus gestacional (DMGQG) e seus recém-nascidos, e em adultos obesos e eutrdficos. SC:
células de sangue do corddao umbilical de recém-nascidos; PF: células da placenta, face fetal,
PM: células da placenta, face materna; SP: sangue periférico. *p< 0,05 em relacdo aos
individuos eutroficos.

@l DMG

) GS
£ OBE

_ 2.0 EUT

o *

<

&

g 1.5+ -

<

=

]

= 1.0-

2

3 0.5

g

g

“ 0.0 T T T T

&~ <K Qé\ &~ <X Qé\ K X
Tecidos Avaliados

Figura 3 — Expressdao relativa do gene PPARGC-1f em gestantes saudaveis (GS) e com
Diabetes mellitus gestacional (DMG) e seus recém-nascidos, € em adultos obesos e
eutroficos. SC: células de sangue do corddao umbilical de recém-nascidos; PF: células da
placenta, face fetal; PM: células da placenta, face materna; SP: sangue periférico. *p< 0,05
em relacdo aos individuos eutroficos.
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Figura 4 — Andlise da expressdo das proteinas SOD2, PPARa e PPARGC-1B por Western
Blotting (3 bandas representativas por grupo) em células de sangue do corddao umbilical (Sc)
de recém-nascidos de gestantes com Diabetes mellitus gestacional (DMG) e saudaveis (GS), e
de sangue periférico (Sp) de adultos obesos (Ob) e eutrdficos (Eut).
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Figura 5 — Expressdo relativa da proteina SOD2 em células de sangue do corddo umbilical de
recém-nascidos de gestantes saudaveis (GS) e com Diabetes mellitus gestacional (DMG),
normalizados pela B-actina (n = 9). Dados apresentados como média e desvio padrdo. *p<
0,05 em relagao aos individuos eutroficos.
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Figura 6 — Expressdo relativa da proteina PPARa em células de sangue do corddo umbilical
de recém-nascido de gestantes saudaveis (GS) e com Diabetes mellitus gestacional (DMG),
normalizados pela B-actina (n = 9). Dados apresentados como média e desvio padrao. *p<
0,05 em relagao aos individuos eutroficos.
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Figura 7 — Expressdo relativa da proteina PPARGC-1f em células de sangue de sangue do
corddo umbilical de recém-nascido de gestantes saudaveis (GS) e com Diabetes mellitus
gestacional (DMG), normalizados pela B-actina (n = 9). Dados apresentados como média e
desvio padrao. *p< 0,05 em relacdo aos individuos eutréficos.
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5. DISCUSSAO

Durante a gravidez, a hiperglicemia, promovida pelo diabete (tipo 1, 2 ou
gestacional), pela pré-eclampsia e por outros estimulos estressores, pode levar ao aumento dos
niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) que, por sua vez, podem
modular a expressdo génica e alterar proteinas essenciais para o metabolismo placentario.
Essas alteracdes podem ter sérias repercussdes no desenvolvimento fetal, predispondo o
recém-nascido ao desenvolvimento de doencas na idade adulta'®*'%. Sabe-se que placenta &
essencial para o desenvolvimento fetal e ¢ profundamente afetada pelo diabete maternos,
podendo, este, promover alteragdes estruturais como o espessamento do estroma das
vilosidades coridnicas, as quais podem estar relacionadas & macrossomia fetal™.

A literatura reporta que recém-nascidos de gestantes com DMG tém risco aumentado

107

para a macrossomia (peso > 4,0 kg ao nascimento) ', além de apresentarem quadro

hipoglicémico devido a hiperinsulinemia e potencial para o desenvolvimento de sindrome

metabolica na idade adulta'®'°,

A prevaléncia de recém-nascidos macrossomicos de
gestacdes com ocorréncia de DMG ¢é de 20% a 30%""'%Y. Ha uma grande quantidade de
dados que mostram que as taxas de macrossomia e complicagdes metabolicas nos recém-
nascidos podem ser diminuidas por meio da regulagio do nivel materno de glicose'''"''>. Em
nosso estudo, no entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os pesos dos
recém-nascidos de gestantes sauddveis e de gestantes com DMG (Tabela 1). Da mesma
forma, nossos resultados ndo evidenciaram que gestantes com DMG apresentavam parametros
de hemoglobina glicada alterados (apenas a glicemia de jejum estava aumentada em relacdo a

das gestantes saudaveis) e o nivel glicémico do recém-nascido esteve dentro da normalidade.

Contudo, cabe ressaltar que as mades com DMG, foram submetidas ao tratamento com
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insulina, quando dieta e exercicios fisicos prévios nao tivessem sido eficazes para o controle
da glicemia.

Recentemente, Nicholas er al.** observaram que a obesidade materna em ovinos
promovia diminuicdo da expressao dos genes PPAR-o, PPARGC-la ¢ GCNS5 no tecido
hepatico da prole, alterando o metabolismo lipidico, o que poderia contribuir para o
desenvolvimento futuro de obesidade e diabete. Da mesma forma, Borengasse et al.m,
observaram em ratos Sprague-Dawley, que a obesidade materna levava a diminui¢do na
expressao do PPARGC-1§ nos tecidos placentario, hepatico e muscular esquelético da prole,
confirmando que altera¢des funcionais no organismo materno podem alterar o metabolismo
energético da prole, aumentado o risco para o desenvolvimento tardio de obesidade.

Por outro lado, inimeros estudos demonstram que o quadro de hiperglicemia esta
associado ao aumento do estresse oxidativo e a consequente diminuicdo da capacidade
antioxidante e da expressdo génica e proteica de genes relacionados a defesa antioxidante e
disfuncdo mitocondrial, como o SOD2, o CuZnSO, o GPx ¢ o PPAR-¢*>*%>87106114.115
Considerando que a disfun¢do mitocondrial pode ter papel importante na génese da obesidade,
o presente estudo avaliou se possiveis alteragdes transcricionais e traducionais dos genes
SOD2, PPARa e PPARGC-If (relacionados ao metabolismo mitocondrial) estariam
associadas a predisposi¢do do recém-nascido a obesidade em gestacdes com ocorréncia de
DMG. Nossos resultados evidenciaram, no entanto, que 0 DMG nao interferiu no padrao de
transcricdao e traducdo desses genes nas células sanguineas dos recém-nascidos € no tecido
placentario face fetal e materna.

11 ~ ’
1.1'® ndo foram também observadas

Em estudo realizado por Holdsworth-Carson ef a
alteragdes transcricionais do gene PPARa, embora tenha sido detectada diminuicdo da

expressao da proteina PPARa no tecido placentario de gestantes com DMG. Esses autores
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sugerem que a diminui¢ao dos niveis da proteina poderia diminuir a repressao exercida pelo
gene sobre alguns fatores de transcri¢ao pro-inflamatorios (como o NF-xB), permitindo, desta
maneira, a transcri¢do de genes relacionados a sintese de citocinas pro-inflamatorias. Mais
recentemente, Dubé er al.''” demonstraram a existéncia de relacdo entre alto IMC e/ou
sobrepeso em gestantes com DMG e o aumento do nivel de expressdao da proteina PPARa
(mas nao do gene PPARa) no tecido placentario (face materna). Por outro lado, os autores nao
detectaram alteragdes de expressao génica e proteica em gestantes com DMG, mas com peso
normal, sugerindo que a regulacdo pos-transcricional de PPARa em gestantes com DMG seria
mediada pelo aumento do IMC. Finalmente, os autores sugerem que alto IMC associado ao
DMG pode promover alteragdes nos niveis proteicos de PPARa e receptores de lipoproteinas
que modulam o metabolismo lipidico, promovendo o aumento da transferéncia de compostos
de origem lipidica da mae para o feto. Diferentemente dos nossos achados, Nitert et al.'"®
detectaram aumento da expressdo génica de PPARa no tecido placentdrio de gestantes com
DMG com sobrepeso. Os autores ressaltaram que o PPARa tem fungdo importante na
regulacdo do FGF2I (gene relacionado a regulacdo do metabolismo lipidico e glicolitico),
sugerindo que a expressao aumentada desses dois genes poderia estar relacionada ao aumento
do transporte de HDL para o feto, embora nao tenham sido observadas diferengas entre o peso
dos recém-nascidos de gestantes com DMG e dos de gestantes saudaveis.

O gene PPARGC-1p, tem fundamental importdncia para a diferenciacdo e
proliferagdo mitocondrial, além de regular a expressio do PPARy, gene envolvido na
angiogénese placentaria (Rodgers ef al., 2008). Recentemente, Martin ef al.'”® confirmaram a
importancia dos genes PPARGC-1f e PPARGC-1a no desenvolvimento fetal, relacionando as
alteragdes transcricionais durante o periodo fetal a cardiopatia letal. Contudo, ndo ha na

literatura informacdes sobre o possivel efeito do DMG na modulagdo da expressao do
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PPARGC-1p. Nossos dados demonstraram, no entanto, que o DMG nao interferiu no padrao
de expressdao génica do PPARGC-1f no tecido placentario faces fetal e materna. Achados

publicados por Crunkhorn et al.'®

mostram, apenas, a relacao entre obesidade e diminuicao
da expressao de PPARGC-1f em tecido muscular de camundongos, sugerindo que essa
modulagdo poderia estar relacionada a alteragdes no metabolismo bioenergético das
mitocondrias, promovidas pelo excesso de acidos graxos livres. Anteriormente, Andersen et
al.'?' reportaram que a substituicdo do aminoacido que gera o alelo Ala203Pro do gene
PPARGC-1p estaria relacionada a diminui¢do do risco de obesidade, tendo, assim, papel
crucial na manutencao do IMC e do metabolismo energético. Além disso, os autores sugeriam
que esta variagdo alélica poderia ser responsavel pela regulacdo da proteina NFR1, que tem
papel central na expressdo de genes mitocondriais e, portanto, no metabolismo energético.
Novamente, a literatura ¢ escassa em informacdes sobre a possivel relagao entre o
DMG e alteragdes transcricionais e traducionais do gene SOD2. Mordwinkin et al.'?
observaram diminui¢do da expressao de SOD2 e também de SOD3 em sangue periférico de
gestantes com DMG, com este padrao se refletindo parcialmente no sangue do corddo
umbilical do recém-nascido, uma vez que foi detectada somente diminui¢do da expressao de
SOD3. Por outro lado, Lappas et al.'>, avaliando o tecido placentario de gestantes com DMG,
ndo observaram alteracdes na expressao do gene SOD3, mas apenas aumento da expressao de
CAT e GSR, genes relacionados ao sistema antioxidante. Diminui¢do do nivel de expressao de
SODI no tecido placentario (face fetal) de gestantes com pré-eclampsia foi detectado por

Roland et al.'**

, que sugerem que o estresse oxidativo promovido pela doenga seria o
responsavel por tal alteracdo. Em conjunto, os achados desses autores sugerem que o aumento

da expressao de genes relacionados ao sistema antioxidante ocorreria como mecanismo

adaptativo de protecao do feto contra danos induzidos por altos niveis de EROs.
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O fato do presente estudo nao mostrar alteragdes no padrao de expressdo génica e
protéica em gestantes com DMG e em seus respectivos recém-nascidos, pode ser explicado
pelo eficiente controle glicémico realizado desde o inicio da gravidez, minimizando o efeito
de um ambiente intrauterino desfavoravel. Lembramos que os valores de hemoglobina glicada
das gestantes e os glicémicos e de peso ao nascimento dos respectivos recém-nascidos
apresentaram-se dentro da normalidade'®.

Com o objetivo de avaliar se alteragdes nos padrdes de expressao génica e proteica de
SOD2, PPARo. e PPARGC-If nos recém-nascidos poderiam estar associadas a maior
predisposicao ao desenvolvimento da obesidade, avaliamos o padrao de expressdo desse
genes e de suas respectivas proteinas em adultos obesos. Como demonstrado em estudos

anteriores®* 12612

, nossos dados confirmaram que a expressdo dos genes SOD2, PPARo. e
PPARGC-1p e da proteina SOD2 estdo aumentadas no tecido sanguineo de individuos obesos
quando comparados a eutréficos. No entanto, nossos resultados nao identificaram
semelhancas entre a expressao dos genes e respectivas proteinas entre os recém-nascidos de
maes com DMG e os adultos obesos. Esses achados sugerem que esses genes e proteinas nao
teriam papel central na predisposicdo dos recém-nascidos ao desenvolvimento da obesidade.
De fato, o aumento das expressdes em obesos pode estar relacionado a uma resposta
adaptativa ao acentuado estresse oxidativo caracteristico da obesidade®*'*°, uma vez que esses
genes desempenham fun¢do importante na defesa antioxidante e metabolismo lipidico e
energético do organismo, e tém relacdo direta com diversos genes relacionados ao sistema
antioxidante®''>1?!,

Finalizando, nossos dados além de terem demonstrado que os genes SOD2, PPAR« ¢

PPARGC-1p e suas respectivas proteinas nao sofreram alteragdes de expressao no ambiente
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hiperglicémico (DMG), confirmaram que esses sdao biomarcadores importantes que

evidenciam a associagao entre disfungdes mitocondriais ¢ obesidade.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do estudo mostraram que:

Os genes SOD2, PPARo. ¢ PPARGC-1f sao importantes biomarcadores de
obesidade;

O DMG nao promove alteragdo na expressao dos genes SOD2, PPARa e
PPARGC-1p em células do tecido placentario (faces materna e fetal) e de
sangue do cordao umbilical do recém-nascido;

O DMG ndo promove alteracdo na expressdo das proteinas SOD2, PPARa e
PPARGC-1B em células de sangue do cordao umbilical do recém-nascido

Os niveis de expressao génica e proteica de SOD2, PPARa ¢ PPARGC-1f em
células sanguineas de recém-nascidos ndo sdo pardmetros sensiveis para

identificar predisposi¢cdo para o desenvolvimento da obesidade na vida adulta.
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FICHA PARA COLETA DE DADOS INDIVIDUAIS

Projeto: “Caracterizacio molecular da programacio fetal no diabete gestacional:
predisposicdo para o desenvolvimento da obesidade”
Subprojeto 1: Avaliagdo no padrdo de expressdo génica em células do sangue total de
gestantes diabéticas e com hiperglicemia gestacional leve.
Subprojeto 2: Mecanismos moleculares associados a obesidade: relagdo entre Diabetes
mellitus gestacional, modulagdo do epigenoma fetal e predisposi¢ao a obesidade.
Subprojeto 3: Efeito do Diabetes mellitus gestacional na modulagdo de genes
relacionados ao metabolismo mitocondrial e a implicagdo na predisposi¢ao do recém-
nascido a obesidade.
Pesquisador — Responsavel: Prof* Dr* Marilza Vieira Cunha Rudge, Departamento de
Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Botucatu — SP.

(14 3880-1631); marilzarudge@gmail.com

Registro do voluntario no

DIALA .ot eebe et e e bt e st e e bt e e aeebeeetbeeseesnseeneans /]

I — Identificacao

L 03 44 TSRS
2 —RGH: oo Ll
3—S€XO0 iiiiiieeeeeee e [M] masculino [F]feminino...........ccccceevveeviveeccneeennen..
4 — PTOTISSAO: 1iiviiiiiiieetee ettt e ettt ettt e ettt e et ee ettt es eeestaeeataeeabaeeataeeabaeearaaeasreeensraeeeraeens
5-Cor:[ ]branca [ ]parda [ ]negra [ ] amarela

6 — Data de NASCIMENTO: ....cveeeeiieiieeiieiieeieeiee et e ereereesreene ceveeseessseenseensnas A
T = TAAAR: ..o e et e eae —beeeateebe et beesneeenteeeneas ||
IT — Antecedentes pessoais

1 — Fuma [S]SIM  [IN] NB0.cc.uiiiiiieiiies ettt eiterie ceeesite et et teesieeebeesieesbees ceebeennnas ||
2 — H& qUanto t€MPO (AN0S) ..veeevrreeireeeiieeeiieeeieeesreeesieeessteeessreeessseessseesssseesssseessssessnseens ||
3 - QUANLOS CIZAITOS/AIA. . .cuueeeuiieiiiiies ettt ettt ettt ettt ettt et e st e eabeeseeeebeesaeeenne ||
4 —Tipo [1] cachimbo [2] charuto [3] palha [4] papel ¢/ filtro [5] outros................... ||
5—JAfumou [S] SIM [ IN] NAO...ceiiieiiiiiiieiis ettt ettt ||
6 - Ha quanto tempo deixou de fumar (IMESES) .....veeerveeeriiiees eeerieeeieeeireeeieeeeieeesiee e ||
7 — QUANLOS CIZATTOS/AIA. . eevieiiiiiiiiiies ettt sttt ||
8 — Durante quanto tempo fUMOU (INESES) ....eevrurrerriieeriis creveeeriieeeieeeeiteeeereeesreeesreeennreeens ||
O —Tipo [1T [2] [3] 4] [5] ceoceeeeeeeoeeemeeneeeeete ettt ettt ettt et e ||
10 — Bebe [S]SIM  [IN] NAO...cuuiiiiiiiiiieeet e e e e e ||
11 — H& qUanto teMPO (IMESES) ..eeveerurieiieeiiieitieeieeeteeitesiteeteesateeteeseteeseessteenbeesseeeseesnsaens ||
12 — Tipo [1] cachaga [2] cerveja [3] whisky [4] vodka [5] vinho [6] outras..................... ||
13 — Quantidade/dia — NO COPOS /1@ .....eeeuiiiiieiieeiieiiece e ||
14 — Jabebeu [S] SIM [IN] NA0.....coiiiiiiiii ettt e e e e ||
15 —Tipo [1] [2] [3] [4] [5] [6] coeeeeemeeienieereeeeee ettt ||
16 - Quantidade/dia — NO COPOS /A1 ...eeeuvrieeiieiiiieeiiie et ||
17 — H& quanto tempo deiXOU (IMESES) ...ecuveevreriieriieiieeiieeieeiiesteeieesieeeseesereeseesseesnseanenes ||
18 — Contato com substancias toxicas [S] sim [N] NA0........ccccvvviiieiiiiieeeiiiee e ||
19 — Quais



mailto:marilzarudge@gmail.com

20 — POT QUANLO tEIMPO.....eiiueiieeiiieetiieeiiteeeitteeeteeesteeesteeessteeessseeessseeesseessseesssseessseeessseeensses ||

21 — Periodo sem contato com a(s) SUDSTANCIA(S) ...ccveervrerireniieeiieiieeieeiee e eieeeieesereeeeans ||
22 - Histodria de exposicao a radiagao [S] sim [IN] NA0......cccvieeriiieeeiiieeeiie e ||
23 = INUMETO A€ RX ..ottt ettt ettt e et e et e et eebeesnbeesaeenseens ||
24 — Usa habitualmente algum tipo de medicacao [S] sim [N] N30.......ccceeecvveerrieenieeennnn. ||
25 — Quais [A] antibidtico [V] vitamina [Al] antiinflamatorio [X] xarope [O] outros.....| |
26 — FIeqQUENCIA/AIA. ... vviieeiieeciiieceieeeeiee ettt e st e e e e taeeetaeessaeesssaeesnsaeesnseeennns ||
27 = TIPOu ittt ettt et ettt et et et e et estt e et e e s aaeenbe e steeab e e eabeenbeeeab e e beenaae e bt e esbeentaeenbeennaeenns ||
28 — Ja usou algum tipo de medicamento [S] Sim [N] NA0......ccceeevvriieririeeriiieeiie e ||
29 - Quais [A] antibidtico [V] vitamina [Al] antiinflamatdrio [X] xarope [O] outros......| |
30 = FreqUENCIa/dia......c.vvieeiieeciieeciieeeieeeetee et et e et e st e e seaeeessbeeeaaeeesseeensaeeennseesnnseeennns ||
K e 1o 1o TSRS ||
32 - Ha quanto tempo deiXOU (INESES).....eeerrrrerrereiiieeiieeeieieeeireesseeesreeessseesssseeessseessssessnnns ||
33 — Possui algum tipo de doenga? QUal (S)?.....c.eevueeeiieiieiiieiieeie et
34 — Historico familiar: () obesidade / () diabete / () hipertensao / () hipercolesterolemia
() doenga cardiovascular / () OUIOS / QUEM?.......ccueivvieriieeiieiieeieesieesee e eseeeereeseneeneens
35- Peso (kg)iveeeeniiniiannen, Altura (m):eeeeeecieieeieeee IMC (kg/mz): ...................................
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FICHA PARA COLETA DE DADOS INDIVIDUAIS

Projeto: “Caracterizacio molecular da programacio fetal no diabete gestacional:
predisposicdo para o desenvolvimento da obesidade”
Subprojeto 1: Avaliagdo no padrdo de expressdo génica em células do sangue total de
gestantes diabéticas e com hiperglicemia gestacional leve.
Subprojeto 2: Mecanismos moleculares associados a obesidade: relagdo entre Diabetes
mellitus gestacional, modulagdo do epigenoma fetal e predisposi¢ao a obesidade.
Subprojeto 3: Efeito do Diabetes mellitus gestacional na modulagdo de genes
relacionados ao metabolismo mitocondrial e a implicagdo na predisposi¢ao do recém-
nascido a obesidade.

Pesquisador — Responsavel: Prof* Dr* Marilza Vieira Cunha Rudge, Departamento de
Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Botucatu — SP.
(14 3880-1631); marilzarudge@gmail.com

DADOS DA PACIENTE

INOIIE: ...ttt Pacienten® .....................
Data:...... Jevered/vnunnn Registro FMB................
Data de nascimento:...... YT A

RG:uooieieieeeeeee

Qual o seu endereco (rua, n°, cidade, CEP):

Telefone para contato

Qual ¢ sua nacionalidade?

Cor: Branca () Parda ( ) Negra () Amarela ()
Estado civil

( 1 )casada ( 2 )divorciada ( 3 )solteira

(4 )amasiada (5 )vitva

Habito de fumar: Nunca fumou ( ) Parou de fumar ( ) hé quanto tempo?.............
Por quanto tempo fumou?...........ccccvveeiveennnennne.

Fuma ( ) N° de cigarros/dia........................

Tipo: ( )cachimbo ( ) charuto ( ) palha ( ) papel com filtro ( ) outros

Convive com fumante? Sim ( ) Nao( )

Local: ( )casa ( )trabalho ( )outros

No. de pessoas?.......cccceeeunnnee. Quantas horas/dias?.........cccceeveerireieenireniiennn,
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Consume bebida alcoélica? Sim () Nao ()
Até 7 doses/sem. () Mais de 7 doses/sem ( )
Usa drogas? Sim( ) Nao( )
Tipo: ( )maconha ( )cocaina ( )craque ( )outros
Vias de administragdo: ( )inalatoria ( )endovenosa ( ) outras
Durante quanto tempo?.........cccveeveueeeriiieeniieeriie e e
Jausou? Sim () Nao( ) Quanto tempo?........cccceeevveervrreercrneenns
Parou ha quanto tempo?.........cceeeveevieiiienieeiieee e
Contato com substancias toxicas? Sim ( ) Nao ( )
QUAIS? ..ttt e et ettt eeaaee s

Por quanto tempo (IMESES)?.......vvieiiieeeiieeeiieeciteeecieeesreeesereeeeeeeereeeereeeseraeenes

Possui algum tipo de doenca? Sim( ) Nao( ) Qual(is)?
Diabetes mellitus ()

Ja teve infarto? Sim ( ) Nao( ) H4 quanto tempo?.................
E hipertensa? Sim( ) N&o( )

E obeso? Sim( ) Nio ( )

Peso (Kg)............ Altura (cm).............. IMC:.oiii
Toma medicamento? Sim( ) Nao ()
Qual(is)? Em que dosagem?. ... ..ottt
Profissdo:........................ Ha exigéncia de esforgo fisico? Sim ( ) Nao ( )
Pratica exercicio fisico? Sim( ) Nao( ) Com que freqiiéncia?............
HISTORICO FAMILIAR
Possui algum parente com:
Diabetes Mellitus () Obesidade () Hipertensado ()
Doenca cardiovascular ( ) Hipercolesterolemia ( ) () outros
QuUem?. ...
Nao tem () Nao sabe ()
HISTORIA GESTACIONAL
Gioereee Pro Al G,
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Pré-natal: Sim ( ) Nao( ) No. de consultas?.........cccceevvvercrveennnenn.
Intercorréncias durante a gravidez: (..)nauseas ( )vomitos ( ) dor abdominal

( )dor para urinar ( )corrimentos ( ) sangramento ( )outros

Doengas durante a gestacdo: Sim () NAO( ) TipoZ..cccieeieicienieeiieieieeieeeee
Tratamento: SIm () NAO( ) QUAl?iicciiieieeeee e
Fatores de risco para HIV? Sim ( ) Nao( )

AVALIACOES
Inicial Final
Peso (kg)
(verificar no cartdo de pré-natal ou na folha rosa do
prontuario)
Pressdo Arterial (mmHg)
(verificar no cartao de pré-natal ou na folha rosa do
prontudrio)
DADOS DO RECEM-NASCIDO (RN)
Tipo de parto: ( )normal ( )cesaria ( )forceps ( )outros
Sinais de sofrimento fetal? Sim ( ) Nao( )
QUALY ettt et ettt at e e bt e abe e teeeateeeaeeenne
Meconio: Sim () Nao( )
Tipo: ( )fluido ( ) moderado ( ) espesso
Apgar: 17 .o S L0 e
New Ballard (NB):.....cocceeviveiienns Sexo:.....Pesor.iiiiii, Estatura:............
PCiiee Pl PA: e

Classificacdo do RN: ( ) PIG ( ) AIG ( ) GIG
Necessidade de reanimacao: ( ) mascara ( )ventilagdo sob pressdo ( ) intubacao

() drogas Quais drOZAS?.....cc.eevuieiiieiieeiieie ettt



Obito RN: Sim ( ) Nao ()
Vasos do corddo: ( )2 artérias e 1 veia ( ) 1 artériae 1 veia ( ) outros

Anomalias ou malformagdes: Sim ( ) Nao ( )

QUAIS? e et e et e et e e et e e e e e ara e e e eeateeeeearaaaean
Tipo de placenta: ( ) normal ( ) calcificada ( ) outras

DADOS DA PACIENTE - EXAMES LABORATORIAIS
(serdo anotados e avaliados pela Equipe LAPGO posteriormente)

Parametros Data da coleta

Valores

Glicemia Inicial (mg/dL)

Glicemia Final (mg/dL)

Relagao cintura/quadril Inicial (cm)

Relacao cintura/quadril Final (cm)

Glicemia em jejum (mg/dL)

Glicemia p6s-prandial (mg/dL)

Glico-hemoglobina (mg/dL)

Insulinemia em jejum (mg/dL)

Insulinemia pés-prandial (mg/dL)

Colesterol total (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)

HDL-c (mg/dL)

VLDL-c (mg/dL)

Triglicérides (mg/dL)

Adiponectina

Acidos graxos livres
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

EXPLICACAO AO VOLUNTARIO (SAUDAVEL)

O numero de pessoas obesas (criangas, adolescentes e adultos) vem aumentando nas
ultimas décadas. As pessoas obesas tém maior risco para desenvolverem diversas doencas,
como as cardiovasculares (que afetam o coracdo, artéria e veias), diabete e até mesmo alguns
tipos de cancer. Os maus habitos alimentares (frituras, etc), a falta de exercicios fisicos e
algumas caracteristicas genéticas (herdadas dos pais) podem aumentar o risco de uma pessoa
ser obesa, mas ndo explicam, totalmente, porque o numero de pessoas obesas vem
aumentando. Diversos estudos sugerem que alguns problemas durante a gravidez, como, por
exemplo, o diabete, pode aumentar o risco de o bebé tornar-se obeso no futuro. Assim ¢
importante entender como o diabete, durante a gestagdo, pode modificar o organismo dos
bebés e aumentar a chance de serem obesos no futuro.

Em decorréncia disto, o (a) Sr (a) esta sendo convidado (a) a participar de um estudo
para investigar se o diabete gestacional (que se origina durante a gravidez) pode causar
alguma alteracdo genética que aumentaria o risco do bebé ser obeso na vida adulta. Para isso,
ha necessidade de comparar as células do bebé com as de adultos magros e obesos para
verificar se existem algumas similaridades. O Sr (a) ird compor um grupo de pessoas
saudaveis (que ndo apresentam sobrepeso ou obesidade, ou qualquer tipo de doenga), que sera
a referéncia (controle) controle para a grupo de participantes. Os resultados deste estudo
poderdo nao trazer beneficios diretos e imediatos, mas poderdo contribuir, futuramente, para
que se estabelegam tratamentos que possam diminuir o risco de desenvolvimento da
obesidade. Caso aceite participar, serdo retirados 15 mL de sangue (puncdo venosa), por

profissional qualificado, utilizando material descartavel, ndo havendo grande desconforto (a
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ndo ser o causado pela picada da agulha), ou complicagdes. Se sobrar, parte do sangue
coletado podera ser armazenada para possiveis estudos futuros, que serdo realizados somente
ap6s aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa de um novo projeto de pesquisa e novo
termo de consentimento livre e esclarecido. Sera também pedido para o (a) Sr (a) responder
algumas perguntas contidas em um questiondrio sobre seus habitos de vida, como por
exemplo, se ¢ fumante, se bebe, etc. A aplicacdo deste questionario ¢ rapida, levando em
média 30 minutos para ser realizada.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(2 VIAS: VOLUNTARIO E PESQUISADOR RESPONSAVEL)

I. Identificacdo do Paciente

Nome:

RG: Codigo (ndo preencher) :
Endereco:

Cidade: Bairro:

CEP: Estado: Telefone:

II. DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1- Titulo do Protocolo da Pesquisa: "Mecanismos moleculares associados a obesidade:
relacdo entre Diabetes mellitus gestacional, modulacdo do epigenoma fetal e
predisposicao a obesidade”.

Subprojeto 1: Avaliacdo no padrao de expressdo génica em células do sangue total de
gestantes diabéticas e com hiperglicemia gestacional leve.

Subprojeto 2: Mecanismos moleculares associados a obesidade: relacdo entre Diabetes
mellitus gestacional, modulagdo do epigenoma fetal e predisposicdo a obesidade.

Subprojeto 3: Efeito do Diabetes mellitus gestacional na modulacdo de genes
relacionados ao metabolismo mitocondrial e a implicacdo na predisposi¢do do recém-
nascido a obesidade.
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2- Pesquisador responsavel: Prof* Dr* Marilza Vieira Cunha Rudge
3- Avaliagdo de risco da Pesquisa: a pesquisa nao oferece risco ou desconforto, pois serao

coletados apenas 15 mL de sangue por pun¢ao venosa.

III - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA:

1 - Justificativa e Objetivos da Pesquisa: diversos estudos sugerem a associagdo entre
fatores estressores durante a gravidez ao risco aumentado do recém-nascido tornar-se
obeso. Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar possiveis alteragdes genéticas,
estimuladas pelo diabete gestacional, que possam aumentar a predisposi¢cao do recém-
nascido para o desenvolvimento da obesidade.

2 - Procedimentos utilizados: serdo coletados, por profissional qualificado e utilizando
material descartavel, 15 mL de sangue periférico por pungdo venosa. A amostra sera

utilizada neste estudo e parte podera ser armazenada para analises futuras em estudos que
serdo encaminhados, oportunamente, ao Comité de Etica para avaliacdao. Além disso, sera
aplicado pelos pesquisadores, um questionario detalhado sobre os habitos de vida de
todos os participantes dos estudo. Destacamos que serdo utilizados, quando necessario, 0s
dados de prontuarios médicos de cada participante.

3 - Desconfortos e riscos: o unico desconforto fisico serd devido a coleta de sangue por

puncao venosa.

4 - Beneficios que poderdo ser obtidos: no futuro, os resultados deste estudo poderao
contribuir para a identificacdo de sinais precoces que mostrem se ha maior risco para o
recém nascido de maes com diabetes gestacional desenvolver obesidade na vida adulta e
para a busca de novos tratamentos que possam auxiliar na prevencao da obesidade.

IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

1- Fui esclarecido sobre garantia de ter acesso a qualquer momento, as informagdes sobre
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa,
inclusive para dirimir eventuais diividas?

[ ]SIM [ ]NAO
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2- Fui esclarecido que terei a liberdade de retirar meu consentimento e sair desta pesquisa
a qualquer momento, sem que isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu
tratamento.

[ ]SIM [ ]NAO

3- Fui esclarecido de que a seguranga de minha identidade sera preservada, mantendo-se
todas as informag¢des em carater confidencial?
[ ]SIM [ INAO

4- Fui esclarecido sobre a disponibilidade de assisténcia no HCFMUNESP por eventuais
danos a saude, decorrentes da pesquisa?
[ ]SIM [ ]NAO

5- Fui esclarecido sobre a viabilidade de indenizagao por eventuais danos a satde
decorrentes da pesquisa?
[  ]SIM [ INAO

6- Fui esclarecido que ndo receberei qualquer remuneragao financeira por participar desta
pesquisa?
[ ]SIM [ INAO

7- Fui informado de que os médicos e pesquisadores que participam deste projeto de
pesquisa estardo a minha disposi¢do (24 horas) para esclarecimento de qualquer
questao relacionado a pesquisa?

[ ]SIM [ ]INAO

V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo
assinado, declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo, sobre os eventuais
desconfortos que poderei sofrer, assim como sobre os beneficios do estudo. Concordo,
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portanto, em participar, na qualidade de voluntario, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre
e espontanea vontade.

ou

Pesquisador Paciente ou Responsavel

Este documento, ap6s aprovacao do CEP, sera elaborado em duas vias, sendo uma destinada
ao sujeito da pesquisa e a outra para o arquivamento pelo pesquisador.

VI - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS:

Nome: Dra. Marilza Vieira da cunha Rudge

Endereco: Depto. de Ginecologia e Obstetricia - Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP Rubido Junior S/N, Botucatu — SP; telefone: (14) 3811-6227 —
marilzrudge@gmail.com.

Comité de Etica em Pesquisa — Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP —
Telefone: (14)3880-1608
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

GESTANTES DIABETICAS E NAO DIABETICAS SEUS RECEM-NASCIDOS

L. IDENTIFICACAO DO PACIENTE (VOLUNTARIO)

Nome:

RG: Codigo (nao preencher):
Endereco:

Cidade: Bairro:

CEP: Estado: Telefone:

IIL. TITULO DO PROJETO DE PESQUISA

CARACTERIZACAO MOLECULAR DA PROGRAMACAO FETAL NO
DIABETE GESTACIONAL: PREDISPOSICAO PARA O DESENVOLVIMENTO DA
OBESIDADE

Subprojeto 1: Avaliagdo no padrdo de expressdo génica em células do sangue total de
gestantes diabéticas e com hiperglicemia gestacional leve.

Subprojeto 2: Mecanismos moleculares associados a obesidade: relagdo entre Diabetes
mellitus gestacional, modulagdo do epigenoma fetal e predisposicdo a obesidade.
Subprojeto 3: Efeito do Diabetes mellitus gestacional na modulagdo de genes
relacionados ao metabolismo mitocondrial e a implicagdo na predisposicdo do recém-
nascido a obesidade.

Pesquisador — Responsavel: Prof* Dr* Marilza Vieira Cunha Rudge, Departamento de
Ginecologia e Obstetricia — Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Botucatu — SP.
(14 3880-1631); marilzarudge@gmail.com

I1I. EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE
O presente estudo tem por objetivos identificar os genes relacionados ao diabete pela

analise do seu sangue e os marcadores genéticos do seu filho, que podem ser modificados

pelo diabete, para entender melhor os riscos de ele apresentar obesidade no futuro. Desta

forma, solicitamos sua autoriza¢do para coleta de uma amostra do seu sangue (méaximo de

2,5ml) para realizagdo de exames bioquimicos e extracdo de material genético (DNA) das

células para avaliagdo de caracteristicas genéticas (genes) que sdo responsaveis pelas

respostas do seu organismo a exposi¢do a algumas substancias. Solicitamos, também, sua

autorizagdo para que sejam coletadas amostras de placenta e amostra de sangue do cordao
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umbilical do bebé para realizagdio dos mesmos exames e autorizagdo para que parte das
amostras de sangue e placenta possam ser armazenadas, sob responsabilidade da Faculdade de
Medicina de Botucatu, para a realizacao de estudos semelhantes no futuro. Destacamos que
serdo utilizados, quando necessario, os dados de prontuarios médicos de cada participante.
Esclarecemos que, a ndo ser o pequeno desconforto no momento da picada da agulha, a coleta
do sangue ndo tem risco, pois serd feita por profissional qualificado e utilizando material
descartavel. Se sobrar, parte do material bioldgico coletado podera ser armazenada para
possiveis estudos futuros, que serdo realizados somente ap6s aprovagio pelo Comité de Etica
em Pesquisa de um novo projeto de pesquisa e novo termo de consentimento livre e
esclarecido. Sera também pedido para a Sra. responder algumas perguntas contidas em um
questionario sobre seus habitos de vida, como por exemplo, se ¢ fumante, se bebe, etc. A
aplicacdo deste questionario ¢ rapida, levando em média 30 minutos para ser realizada. A
senhora pode, a qualquer momento, se recusar em contribuir com o estudo sem ser
prejudicada no seu tratamento e acompanhamento médico, ou pode, também, ter acesso aos
resultados. Sua identidade ndo sera revelada e sera mantido o carater confidencial de todas as
informagdes obtidas. Os resultados deste estudo serdo divulgados em congressos cientificos e
publicados em revistas especializadas, preservando sua identidade. Os resultados do estudo
ndo trardo beneficios imediatos a sua pessoa, mas poderdo contribuir, no futuro, para redugao
dos efeitos adversos causados por essa patologia. Os pesquisadores responsaveis por este
estudo, sempre que solicitados, estardo a sua disposi¢do para o esclarecimento de qualquer
questdo relacionada a pesquisa. Ressaltamos que nem os pesquisadores € nem o paciente

recebera qualquer remuneragdo financeira por participar desta pesquisa.

IV.  CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo
assinado, declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo e sobre os
eventuais desconfortos que poderei sofrer, assim como os beneficios do estudo.

Concordo, portanto, em participar, na qualidade de voluntario, do referido Projeto de
Pesquisa, sob livre e espontanea vontade.

Botucatu, de de

Paciente Profa. Marilza Vieira Cunha Rudge
Pesquisadora
Comité de Etica em Pesquisa — Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP
Telefone: (14)3880-1608

56



