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Resumo: Objetivo: Verificar o efeito da gestacdo sobre a estabilidade de membrana de eritrdci-
tos humanos (Hso) e sobre variaveis bioquimicas. Metodologia: A amostra foi constituida por 8
mulheres gestantes e 8 ndo-gestantes. A estabilidade de eritrdcitos (Hs) foi dada pela concen-
tragdo de NaCl capaz de promover 50% de hemolise. As dosagens bioquimicas foram realizadas
em laboratério especializado. Resultados: Nao houve diferenca estatistica significativa entre os
valores de Hsy, idade, HDL, LDL e glicemia p6s-dextrose de mulheres gestantes e ndo-gestantes.
Os valores de hemacias, hematdcrito, hemoglobina e glicemia de jejum foram significantemente
maiores no grupo controle. Valores de colesterol total, VLDL, triglicérides, albumina e leucéci-
tos foram significantemente maiores no grupo das gestantes (ANOVA). Nao houve correlagdo
entre os valores de Hs)e de variaveis bioquimicas. Conclusdo: E provavel que as alteracdes pro-
duzidas nas membranas pela gestacdo estejam mais relacionadas com a fun¢do do que com a
estabilidade das mesmas.
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Abstract: Objective: To investigate the effect of pregnancy on the stability of the membrane of
human erythrocytes (Hsp) and biochemical variables. Methods: The sample consisted of eight
pregnant and eight non-pregnant women. The stability of erythrocytes (Hso) was given by the
concentration of NaCl able to promote 50% hemolysis. The biochemical determinations were
carried out in specialized laboratory. Results: No statistically significant differences between the
values of Hso, age, HDL, LDL and glucose levels after dextrose of pregnant and non-pregnant.
The values of red blood cells, hematocrit, hemoglobin and fasting glucose were significantly
higher in the control group. Total cholesterol, VLDL, triglycerides, albumin and leukocytes
were significantly higher in pregnant women (ANOVA). There was no correlation between the
values of Hsp and biochemical variables. Conclusion: It is likely that the changes in membranes
produced by pregnancy are more related to function than with their stability.
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Introducio

A gravidez gera uma série de alteracdes anatomicas, fisiologicas e bioquimicas
no organismo materno, que resultam em sinais e sintomas préprios. Provavelmente,
em nenhuma outra fase da vida ocorram tantas modificacdes e mudancas no funcio-
namento e na forma do corpo humano em tdo curto espaco de tempo (SOUZA, 1999). Os
sistemas iniciam as mudancas desde as primeiras semanas de gestagdo e vao sofrendo
modifica¢des até o fim da mesma (ZIEGEL, 1985).

A grande maioria das gestacdes corre seu curso normalmente sem apresentar
variagdes ou anormalidades. Apesar disso, hd uma parcela de gestantes que, por terem
caracteristicas especificas ou por sofrerem algum agravo, apresentam maiores probabi-
lidades de evolugdo desfavoravel (BRASIL, 2001).

O presente estudo teve por objetivo verificar o efeito da gestagdo sobre a estabi-
lidade de membrana de eritrécitos humanos (Hso) e sobre variaveis bioquimicas. As
membranas biolégicas desempenham intimeras fungdes e qualquer alteracdo compro-
metedora de sua estabilidade e funcionalidade também afetard a estabilidade e funcio-
nalidade da célula e, consequentemente, do organismo.

Compreender as alteragdes celulares decorrentes da gestacdo pode ser um passo
importante para prevencdo e/ou tratamento de patologias que possam acometer a ges-
tante.

Materiais e métodos
Trata-se de um estudo descritivo analitico do tipo transversal.
Sujeitos da Pesquisa - Casuistica

Fizeram parte da pesquisa 16 voluntérias, sendo 8 gestantes e 8 ndo-gestantes,
incluidas de acordo com o preenchimento de requisitos para um dos tais grupos:

Grupo I: gestantes com idade gestacional maior do que 20 semanas.

Grupo II: mulheres ndo-gestantes e ndo-portadoras de patologias como diabetes
mellitus, hipertensao arterial e doengas cardiovasculares.

As voluntarias foram recrutadas em diferentes situagdes: pessoas conhecidas,
indicacao de médicos da rede particular e pessoas que, sabendo da pesquisa, manifes-
taram o desejo de participar, desde que se enquadrassem nos pré-requisitos de um dos
dois grupos a serem estudados.

A pesquisa foi realizada apés aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa do
Centro Universitario de Patos de Minas, sob protocolo 70/09. As doadoras voluntarias
das amostras de sangue foram informadas do projeto de pesquisa e assinaram um ter-
mo de consentimento livre e esclarecido em sinal de sua concordancia com a participa-
¢do no projeto.

Condicoes estudadas

1) Determinacdo da estabilidade de eritrécitos humanos conforme protocolo expe-
rimental no Laboratério de Bioquimica do Centro Universitario de Patos de
Minas (UNIPAM).

2) Dosagens bioquimicas realizadas pelo Laboratério de Anadlises Clinicas do
UNIPAM: hemograma completo, glicemia de jejum e uma hora pés 100g de dex-
trose, colesterol total e fragdes, triglicérides e albumina.
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Coleta das amostras de sangue

As amostras de sangue foram coletadas pelo Laboratério de Analises Clinicas
do UNIPAM por puncdo endovenosa, apds jejum de 8 a 14 horas e apés uma hora da
ingestao de 100 g de dextrose, em tubos evacuados (Vacuntainer®). Para as dosagens
bioquimicas foram coletadas amostras de sangue em tubos evacuados (Vacuntainer®)
com anticoagulantes especificos para cada teste. Para estudo da estabilidade das mem-
branas de eritrécitos humanos, foram utilizados tubos contendo 50 pL de EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) 1g/100mL, como anticoagulante.

Reagentes e Equipamentos

O reagentes (NaCl) utilizado foi da marca Synth e a pureza foi devidamente
corrigida no preparo das solucdes. As medidas de volume foram realizadas em pipetas
graduadas de vidro refratdrio e pipetas automaticas da marca Labsystems, modelo
Finnpipette Digital. As medidas de massa foram feitas em uma balanca digital da mar-
ca AND, modelo 870. As incubagbes foram feitas em banho termostatizado Marconi,
modelo MA 184. A centrifugacado foi realizada em centrifuga da marca Hitachi Koki
(modelo CF15RXII). As leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotdometro
Shimadzu modelo UV1650TC.

Protocolo experimental

Tubos de polietileno (Eppendorff®) recebiam 1,5 mL de solugdo com concentra-
¢Oes diferentes a cada duplicata. Ap6s 10 minutos de pré-incubagdo nas temperaturas
desejadas, eram acrescentados 10 pL de sangue aos tubos que eram fechados, homoge-
neizados, incubados por mais 20 minutos na referida temperatura e centrifugados a
3400 rpm por 10 minutos. Aliquotas de 1 mL de sobrenadante eram retiradas dos tubos
e suas absorbancias lidas a 540 nm.

Determinacio da Lise

Os dados foram editados e analisados no aplicativo Origin 7.5 (Microcal). A de-
pendéncia da absorbancia com a concentracdo de NaCl foi ajustada a uma linha de
regressao sigmoidal dada pela equagado de Boltzmann,

Al B Az
1+ (H-H)aH

A540 = +A2

onde A; e A; representam os valores nos platds méximo ou minimo de hemélise, H é a
concentracdo de NaCl, Hso representa a concentragao de NaCl que causa 50% de hemo-
lise, e dH é a amplitude de transicdo sigmoidal entre A; e A, (figura 1). Assim, para
cada voluntério foi gerado um Hsp que fora posteriormente analisado.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa ORIGIN 7.5 (Micro-
cal). Os valores de Hsy dos grupos foram comparados por andlise de varidncia
(ANOVA), considerando p<0,05 como diferenca estatisticamente significativa.
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Estudaram-se também as possiveis correla¢cdes entre varidveis bioquimicas e a
estabilidade de membranas através de regressdes lineares, utilizando o coeficiente de
Pearson como marcador das correlagdes, com p<0,05 indicando correlacao significati-
va.

Resultados

Diferenca de pardmetros entre grupos

A tabela 1 apresenta os valores médios de Hsp de ambos os grupos bem como
dos resultados das analises bioquimicas. Nao houve diferenca estatistica significativa
entre os valores de Hso, idade, HDL, LDL e glicemia p6s-dextrose de mulheres gestantes
e ndo-gestantes. Os valores de hemécias, hematocrito, hemoglobina e glicemia de jejum
foram significantemente maiores no grupo controle. Ja os valores de colesterol total,
VLDL, triglicérides, albumina e leucécitos foram significantemente maiores no grupo
das gestantes (ANOVA). Ndo houve correlagdo entre os valores de Hso e de variaveis
bioquimicas.

Discussao

Os eritrécitos sdo considerados bons modelos de estudos de estabilidade de
membranas biolégicas, por serem de facil obtencdo e uma vez que sua lise permite a
liberacdo de hemoglobina, que pode ser quantificada pela leitura espectrofotométrica
de absorbancia em 540nm (NELSON; COX, 2005).

Nao houve diferenca significativa dos valores de Hsy entre os grupos. Assim Hso
nao parece um bom marcador para gravidez. A auséncia de diferenga entre os valores
de Hs de ambos os grupos pode ter ocorrido pela baixa sensibilidade do protocolo
proposto, pelo ntmero restrito de participantes ou por auséncia real de alteracdes na
estabilidade das membranas das células. Um fator relevante é que essas gestantes nao
apresentavam condi¢des desfavoraveis de saide como diabetes, hipertensdo ou cardi-
opatias. Isto reforca a auséncia de comprometimento nas membranas. Alteragdes nas
membranas poderiam levar a essas disfungdes. Outra possibilidade é que as alteracdes
da gestagdo estejam mais relacionadas com as funcdes das células do que com sua esta-
bilidade de membrana. Assim, um protocolo que contemple funcionalidade da mem-
brana poderia ser de mais valia.

A auséncia de diferenca na idade entre os dois grupos reforga a validade do es-
tudo. Os dois grupos eram similares em relagdo a idade. Penha-Silva et al. (2007) rela-
tam correlagdo entre idade e valores de Hs. Dessa forma, os resultados ndo foram in-
fluenciados pelo fator idade.

Os valores de colesterol total, VLDL, triglicérides foram significantemente maio-
res no grupo das gestantes. Este resultado é condizente com a literatura. Desoye et al.
(1987) relatam que, durante a gestagdo, mulheres normais apresentam um aumento dos
niveis de triglicerideos plasmaticos, ocorrendo o seu pico maximo na metade do tercei-
ro trimestre, chegando a valores até cinco vezes maiores do que os valores basais. Isso
se deve ao aumento dos niveis de estrogénio e prolactina, que acarretariam maior pro-
dugao hepatica de lipoproteinas ricas em triglicerideos (VLDL) e ao efeito lipolitico do
hormonio lactogénico placentario sobre o tecido adiposo (WATTS et al., 1992 e DESOYE et
al., 1987).

Houve também aumento do nimero de leucécitos no grupo das gestantes. Este
dado também corrobora com a literatura. Segundo Ziegel (1985), a gravidez esta asso-
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ciada a supressdo da funcao imunoldgica, devido a necessidade do organismo materno
de acomodar um corpo “estranho”. Por esse motivo, neste periodo, o nimero de leucé-
citos aumenta consideravelmente de 5.000 a 16.000 por mm?3, especialmente no segun-
do e terceiro trimestre.

O aumento significativo na albuminemia também é relatado na literatura. A ta-
xa de excrecdo de albumina é elevada em gravidas normais no terceiro trimestre de
gravidez em relagdo aos dois primeiros trimestres, e também em comparacao ao estado
nao gravidico (SANCHEZ et al., 2003).

Os valores de hemacia, hematdcrito e hemoglobina estdo diminuidos no grupo
de gestantes. E sabido que a gestacdo aumenta todos esses parametros. Na gestagao, ha
uma elevagdo do volume sanguineo total em cerca de 40 a 50%, como decorréncia do
aumento tanto do volume plasmaético quanto da massa total de eritrdcitos e leucdcitos
na circulacdo. No entanto, a elevacdo do volume plasmatico e da massa eritrocitaria
nao é proporcional e é controlada por diferentes mecanismos (SOUZA; FILHO; FERREIRA,
2002). Desse modo, indicadores hematolégicos, tais como contagem de células verme-
lhas, niveis de hemoglobina e hematocrito reduzem-se drasticamente a partir do se-
gundo trimestre da gestacdo. Essa hemodiluicdo leva a uma anemia conhecida como
“fisiolégica”, sendo mais observada na segunda metade da gestagdo (SOUZA; FILHO;
FERREIRA, 2002). Segundo Valadares e Dias (2007), as doencas hematolégicas tém sido
responsaveis por mais de 50% das complicag¢des clinicas no periodo gestacional, com
uma estreita relacdo com os niveis fisioldgicos mantidos baixos de hemdcias, plaquetas
e proteinas.

A glicemia de jejum também foi menor no grupo de gestantes. Segundo Halbe,
(1982) durante o estado de jejum a glicemia é significativamente baixa em relacdo a
mulheres ndo-grévidas, pois hd uma captacdo continuada de glicose pela placenta.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos nos niveis de glicose pés-
dextrose. Tal resultado é esperado uma vez que aumento das taxas glicémicas pos-
sobrecarga caracteriza diabetes mellitus gestacional que fora critério de exclusdo na
pesquisa. Porém, muito provavelmente, os niveis de insulina no grupo de gestantes
encontram-se aumentados em detrimento do aumento da resisténcia a a¢do da insulina
gerado pela acdo hormonal e pelo aumento de peso. Em razdo da resisténcia a insulina,
a gestacdo é caracterizada pelo nivel elevado de insulina circulante, uma vez que o
pancreas, em mulheres nao-diabéticas, compensa a demanda periférica aumentada,
mantendo as glicemias em niveis normais (GOLBERT e CAMPOS, 2008).

Dessa forma, na gestante ha a tendéncia, ap6s as refei¢cdes, de aumento nos ni-
veis de glicose e insulina, e 0 armazenamento de lipideos é estimulado. Durante o je-
jum, porém, os niveis de glicose diminuem e a lip6lise é estimulada. Essas alteragdes
provavelmente ocorrem para assegurar suprimento nutritivo adequado para a mae e o
feto.

O estudo também apresentou auséncia de correlagdo dos valores de Hso com as
variaveis bioquimicas. Era esperado que alteragdes nos niveis de colesterol e triglicéri-
des alterassem a estabilidade de membrana, pois os lipideos sdo importantes constitu-
intes das membranas. A auséncia de correlacdo pode ser devido ao fato de que as do-
sagens desses parametros sdo séricas e ndo retratam necessariamente a constituicdo das
membranas. As alteragdes nas variaveis hemoquimicas também nao se correlacionaram
com a estabilidade de membrana. Fator decisivo pode ser o fato de os resultados serem
apresentados em porcentagem de hemolise e ndo em valor absoluto.

Assim, pesquisas maiores e que utilizem protocolos mais especificos sdo neces-
sérias para entender melhor as alteracdes especificas da gestacdo. Pouco se conhece
sobre tais aspectos, pois a literatura é bastante escassa e dificulta até mesmo a interpre-
tacdo e discussado dos resultados.
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Conclusdo

Na populacdo estudada a gestacdo nao alterou Hso. E provavel que as alteragdes
produzidas pela gestagdo nas membranas estejam mais relacionadas com a fungao do
que com a estabilidade das mesmas. Estudos maiores e que usam modelos relaciona-
dos a fun¢do das membranas sdo necessarios para elucidar melhor os efeitos da gesta-
¢ao sobre as propriedades das membranas.
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Tabela 1. Efeito da gestacdo sobre os valores de Hso e sobre parametros bioquimicos.
*P<0,05 indicando diferencas estatisticamente significativas (ANOVA)
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Figura 1- Curva tipica da lise de eritrécitos humanos por choque hipoténico.
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