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Resumo

Apesar do tecido perivascular ja ter sido estruturalmente caracterizado, ndo ha nenhum
estudo na literatura avaliando sua influéncia sobre a resposta funcional tanto das veias do cordédo
umbilical, bem como seu papel no comprometimento da funcdo deste territério vascular na
obesidade. A maioria das complicacdes clinicas associadas a obesidade podem ser atribuidas a
alteracdes na funcdo vascular. Estudos preliminares realizados em nosso grupo de pesquisa
evidenciaram a presenca de adipocitos no tecido perivascular das veias do corddo umbilical,
bem como a influéncia do sobrepeso/obesidade em gestantes sobre as caracteristicas estruturais
deste tecido, podendo constituir assim um mecanismo importante envolvido na programacéo
de complicactes na fase adulta. O objetivo do estudo foi investigar o papel do tecido
perivascular na reatividade de veias do corddo umbilical, bem como a influéncia do
sobrepeso/obesidade (SB/OB) no inicio da gestacdo e do ganho de peso excessivo (GPE)
durante o periodo gestacional sobre as propriedades funcionais deste tecido. Foram utilizados
40 cordBes umbilicais para os estudos de reatividade vascular e testes moleculares. Na anélise
das curvas de relaxamento a insulina, em veias umbilicais limpas houve um aumento
significativo da resposta vasodilatadora em gestantes SB/OB e GPE (p<0,05), na presenca de
tecido perivascular esse aumento na taxa de relaxamento permaneceu apenas em gestantes
SB/OB. Em gestantes controle, os vasos que foram incubados com solugdo perivascular
apresentaram resposta maior do que vasos limpos e com tecido perivascular preservado.
Gestantes com SB/OB apresentaram aumento do relaxamento nos vasos com o perivascular
preservado quando comparados aos vasos limpos e aos vasos incubados com solucéo
perivascular. Em gestantes com GPE, o relaxamento de vasos limpos incubados com solugéo
perivascular foi maior do que em vasos limpos e vasos com o tecido perivascular preservado.
O relaxamento promovido por NPS em veias umbilicais limpas foi significativamente menor
em gestantes SP/OB e GPE, quando comparados ao grupo controle. Esta reducdo também foi
observada em veias umbilicais com o tecido perivascular preservado, na concentragdo 3x10°
8M. Em gestantes controle, veias com tecido perivascular preservado e veias limpas incubadas
com solugédo perivascular apresentaram reducéo significativa na resposta relaxante ao NPS
guando comparadas aos vasos onde este tecido estava ausente. Gestantes SB/OB apresentaram
resposta relaxante semelhante entre os vasos, exceto na concentragio 3x107'M, onde houve
diminuicdo significativa em veias com tecido perivascular preservado. As analises da expressdo
proteica de eNOS no tecido perivascular, pelo método de Western Blotting, evidenciaram
diminuicdo da sua expressao em gestantes SB/OB e GPE quando comparada aquela observada
no grupo Controle. Houve aumento da concentracdo de nitratos em veias umbilicais limpas na
presenca de veiculo ou incubadas com insulina nos grupos SB/OB e GPE quando comparadas
ao controle. Em gestantes controle, veias com tecido perivascular preservado incubadas com
insulina apresentaram aumento significativo nas concentracgdes de nitratos. Estes dados indicam
o efeito modulador exercido pelo tecido perivascular da veia umbilical e demonstram que o
estado nutricional compromete a funcéo destes vasos, além de afetar o efeito exercido pelo
tecido perivascular.

Palavras chave: tecido perivascular, reatividade vascular, obesidade gestacional.



Abstract

Although perivascular tissue has already been structurally characterized, there are no studies
evaluating its influence on the functional response of the umbilical cord veins, as well as its
role in the impairment of these vessels in obesity. We have previously demonstrated the
presence of adipocytes in the perivascular tissue of the umbilical cord veins, as well as the
influence of overweight/obesity in pregnant women on the structural characteristics of this
tissue. The objective of the present study was to investigate the role of perivascular tissue in the
reactivity of umbilical cord veins as well as the influence of overweight/obesity (OW/OB) and
excessive weight gain (EWG) during the gestational period on the functional properties of this
tissue. 40 umbilical cords were used for vascular reactivity studies and molecular tests. In the
analysis of insulin relaxation curves, in clean umbilical veins there was a significant increase
in vasodilator response in pregnant women OW/OB e EWG (p<0,05), in the presence of
perivascular tissue, this increase in relaxation rate remained only in OW/OB pregnant women,
In control pregnant women, vessels incubated with perivascular solution presented a greater
response when compared to either clean veins and veins with preserved perivascular tissue.
Pregnant women OW/OB showed increased relaxation in vessels with preserved perivascular
compared to clean vessels and vessels incubated with perivascular solution. In EWG pregnant
women, the relaxation of clean vessels incubated with perivascular solution was greater than in
clean vessels and vessels with preserved perivascular tissue. The relaxation evoked by SNP in
clean umbilical veins was significantly lower in OW/OB and EWG pregnant women when
compared to the control group. This reduction was also observed in umbilical veins with
preserved perivascular tissue at a concentration of 3x10M. In control pregnant women, veins
with preserved perivascular tissue and clean veins incubated with perivascular solution showed
a significant reduction in the relaxing response to SPL when compared to vessels where this
tissue was absent. Pregnant women OW/OB showed similar relaxing response between vessels,
other than at concentration 3x107’M where there was significant decrease in veins with
preserved perivascular tissue. Analysis of protein expression of eNOS in perivascular tissue by
the Western Blotting method showed reduction of its expression in pregnant women OW/OB
and EWG when compared to that observed in the control group. Nitrate concentration increased
in clean umbilical veins in vehicle presence or incubated with insulin in groups OW/OB and
EWG when compared to control. In control pregnant women, veins with preserved perivascular
tissue incubated with insulin showed a significant increase in nitrate concentrations. These
findings corroborate the relaxing insulin response observed in our study, but indicate that
increased nitrate concentrations are not mediated by the eNOS enzyme. These data indicate the
modulating effect exerted by the perivascular tissue of the umbilical vein and demonstrate that
the nutritional status compromises the function of these vessels, besides affecting the effect
exerted by the perivascular tissue.

Keywords: perivascular tissue, vascular reactivity, gestational obesity.
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1. INTRODUCAO

1.1  Estrutura e funcdo dos vasos sanguineos que compdem o sistema circulatorio

Os vasos sanguineos sao constituidos pelas tanicas intima, média e adventicia (Figura
1). A funcdo dos vasos do sistema circulatério é regulada por diversos componentes celulares
locais que interagem entre si e secretam substancias que auxiliam na manutengdo da homeostase
vascular (Shimokawa, Satoh, 2014).
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Figura 1: Estrutura dos vasos sanguineos. Fonte: ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2008.

A tlnica intima é formada por uma camada de camada de tecido paviemtoso que reveste
internamente todos os vasos, denominada endotélio. O endotélio encontra-se apoiado na
camada subendotelial de tecido conjuntivo frouxo, que pode compreender eventualmente
celulas musculares lisas. As células endoteliais funcionam como uma barreira seletiva,
facilitando a passagem de macromoléculas e gases sanguineos para os tecidos e sangue, de
forma bidirecional. A localizagéo estratégica do endotélio permite ainda que mudangas nas
forcas hemodindmicas e sinais transmitidos pelo sangue sejam detectados, ocorrendo a
liberacdo de uma série de substancias autocrinas e paracrinas. A liberacdo equilibrada desses
fatores vasoativos garante a manutencdo da homeostase vascular. O 6xido nitrico (NO) é o

principal fator de relaxamento derivado do endotélio e desempenha um papel crucial na
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manutencdo do tonus e da reatividade vascular (VERMA, BUCHANAN, ANDERSON, 2003).
O NO ¢ formado a partir da L-arginina, por uma reagdo catalizada pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS). Existem trés isoformas de NOS, duas constitutivas, denominadas de endotelial
(eNOS) e neuronal (NNOS) e uma induzivel (iNOS) (STUEHR, 2004). O componente mais
externo da tUnica intima, que a separa da média, é a lamina elastica interna, constituida
principalmente de elastina, e com a presenca de aberturas que propiciam a nutricdo de células
situadas mais profundamente na parede do vaso, através da difuséo de substancias.

A tunica média € composta especialmente por células musculares lisas, dispostas
circularmente. Interpostas entre as células musculares lisas existem quantidades variaveis de
fibras e laminas elasticas, fibras reticulares (colageno tipo I1), proteoglicanos e glicoproteinas.
As células musculares lisas sdo as responsaveis pela producdo destas moléculas da matriz
extracelular. Nas artérias, a tinica média possui uma lamina elastica externa mais delgada que
separa esta da tunica adventicia (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004). A tunica adventicia é
formada principalmente por tecido conjuntivo, com fibroblastos, fibras colagenas (colageno
tipo 1) e elasticas. Gradativamente, a tdnica adventicia torna-se continua com o tecido
conjuntivo do 6rgdo pelo qual o vaso sanguineo esta passando. A adventicia funciona como um
compartimento dinamico para o tréfico de células dentro e fora da parede da artéria, participa
do crescimento e reparo da parede do vaso e medeia a comunicacdo entre células endoteliais
vasculares e células musculares lisas e seu ambiente tecidual local. Além disso, a adventicia
contém populacdes residentes de macrofagos, células T, células B, mastécitos e células
dendriticas que desempenham importante vigilancia e funcdes imunoldgicas inatas em resposta
a antigenos (MAJESKY et al., 2011). H& ainda a presenca de vasa vasorum (vaso dos vasos),
que sdo arteriolas, capilares e vénulas, que desempenham funcdo nutridora (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

1.2 Influéncia do tecido adiposo perivascular no controle do tonus vascular

O tecido adiposo perivascular (PVAT) é uma bainha de tecido adiposo adjacente a
tunica adventicia que circunda a maioria dos vasos sanguineos (Figura 2) (BROWN et al.,
2014). Dependendo do leito vascular especifico ou de diferentes regides do leito vascular onde
estd localizado, o PVAT pode ser mais abundante, como na aorta. Este tecido pode ainda
encontrar-se separado do tecido adiposo adjacente, como o PVAT coronario dentro da gordura
epicardica ou até mesmo ausente, como ocorre na regido cerebral ou na microcirculagdo
(SZASZ, BOMFIM, WEBB, 2013).
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Figura 2: PVAT como componente da estrutura dos vasos sanguineos. Fonte: ZHAO, VANHOUTTE,
LEUNG, 2015.

Acreditava-se que o PVAT apenas fornecia protecdo mecanica aos vasos durante a
contracdo de tecidos vizinhos. Entretanto, diversas evidéncias acumuladas nos ultimos anos
indicam que o PVAT é um componente ativo da parede dos vasos sanguineos e contribui para
a homeostase vascular pela producdo de varias moléculas biologicamente ativas, incluindo
adipocinas (por exemplo, leptina, adiponectina), citocinas/quimiocinas (por exemplo,
interleucina-6 [IL-6], fator de necrose tumoral-a [TNF-a], proteina quimiotatica de mondcitos-
1 [MCP-1]), moléculas gasosas (por exemplo, 6xido nitrico [NO] e sulfeto de hidrogénio
[H2S]), prostaciclina, angiotensina-1-7 (Ang 1-7), palmitato de metila e espécies reativas de
oxigénio (EROs), que influenciam a contracdo, a proliferacdo e a migracdo de células de
mausculo liso vascular (CMLVs) (figura 3) (BROWN et al., 2014; Ql et al., 2018).
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Figura 3: O tecido adiposo perivascular libera moléculas que modulam a funcéo vascular. Abreviaturas:
AM, adipécito marrom; CE, célula endotelial; Fib, fibroblasto; L, linfécito; Mac, macrofago; AB,
adipdcito branco; Y, receptor do sistema nervoso autbnomo. Fonte: SZASZ, BOMFIM, WEBB, 2013.




20

Os fatores bioativos derivados do PVAT contribuem de forma coordenada para regular
0 tonus vascular. Fatores de relaxamento derivados do PVAT (PVRF) como adiponectina, NO,
H 2> S, prostaciclina, Ang 1-7 e palmitato de metila podem promover vasodilatagdo por atingir
a camada medial e endotelial dos vasos sanguineos, enquanto os fatores contrateis derivados do
PVAT (PVCF) como Ang Il, EROs e outros fatores ndo identificados podem induzir a
constricdo dos vasos sanguineos (QIl et al., 2018; BROWN et al., 2014).

A influéncia do PVAT difere com mudancas na adiposidade (GALVEZ-PRIETO et
al., 2012). Em casos de obesidade, 0 PVAT perde seus efeitos vasoprotetores e pode contribuir
para o estresse oxidativo e a disfuncdo endotelial, bem como a inflamacdo local por meio da
producdo de adipocitocinas pro-inflamatérias (VERHAGEN, VISSEREN, 2011;
VIRDIS, 2016). Além disso, o0 PVAT pode influenciar a sinalizacdo da insulina no nivel
vascular, fornecendo assim uma ligacdo potencial entre resisténcia sistémica e vascular a
insulina, eventos que sdo caracteristicos da doenga vascular relacionada a obesidade
(AKOUMIANAKIS, TARUN, ANTONIADES, 2017). Portanto, o PVAT apresenta um papel
deletério ou protetor, dependendo da localizacao do leito vascular, sua magnitude e a situacao
fisiologica ou fisiopatologica (FERNANDEZ-ALFONSO et al., 2017).

1.3 Circulacdo materno-fetal: estrutura e funcéo

O ambiente intrauterino exerce grande influéncia sobre a salude do feto ao longo da
vida. Durante a gravidez, o crescimento e desenvolvimento fetal s&o completamente
dependentes da placenta (LEWIS, CLEAL, HANSON, 2012). A placenta é um 0Grgdo
transitorio, que desempenha agdes que sdo posteriormente adquiridas por diversos 0rgaos,
incluindo os pulmdes, figado, intestino, rins e glandulas enddcrinas. Sua principal funcédo é
suprir o feto com oxigénio e nutrientes, através do corddao umbilical (BURTON, FOWDEN,
2015).

O corddo umbilical é uma estrutura helicoidal que conecta o feto a placenta e é vital
para o crescimento fetal. O formato espiralado viabiliza ao corddo umbilical estender ou
encurtar, de forma a ndo estirar os vasos umbilicais em demasia, evitando que modificacdes
acentuadas do fluxo sanguineo ocorram ao longo do trajeto dos vasos (VASQUES et al.,
2003). Possui em média 50 a 60 cm de comprimento, 1,5 a 2 cm de diametro e velocidade do
sangue de 500 a 700 ml / min no corddo umbilical a termo (FILIZ et al., 2011).

Somente por meio do corddo umbilical é possivel que ocorra a difuséo de sangue entre

mde e feto, porém ainda existem poucas evidéncias sobre a funcdo vascular feto placentaria.
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Classicamente, é uma estrutura composta por duas artérias e uma veia, envoltas por uma

substancia gelatinosa denominada geleia de Wharton (figura 4) (SADLER, 2005).
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Figura 4: Corte transversal do corddo umbilical. Fonte: HUGHES, SPERLE, 2015.

A geleia de Wharton, formada por tecido conectivo gelatinoso, é uma estrutura porosa,
homogénea, cheia de liquido, rica em proteoglicanos e cercada por miofibroblastos, que séo
células mesenquimais com caracteristicas tanto de fibroblastos quanto de células musculares
lisas. Os miofibroblastos situam-se em maior concentra¢do ao redor dos vasos umbilicais,
apresentando caracteristicas de células produtoras de colageno, proteoglicanos e glicoproteinas,
os quais conferem propriedades elasticas e contrateis a geleia de Wharton. Desta forma, sua
elasticidade ajuda a resistir a pressdo externa e atua como um tampdao fisico na regulacdo do
fluxo sanguineo umbilical (VASQUES et al., 2003; FILIZ et al., 2011), caracterizando uma
estrutura que envolve e protege os vasos umbilicais (SADLER, 2005).

Os vasos umbilicais encontram-se dispostos de forma helicoidal e apresentam
propriedades funcionais distintas da maioria dos vasos sanguineos, nas quais a difusdo de
nutrientes e oxigénio do sangue materno para o sangue do feto flui de forma pulsatil através da
veia umbilical, enquanto a difuséo de produtos de excrecdo do feto de volta para a mae ocorre
atraveés das artérias umbilicais (FERGUSON, DODSON, 2009; GUYTON, 2006). Os vasos
umbilicais sdo, ainda, circundados pelo tecido perivascular.

As células perivasculares das veias do cordao umbilical tém morfologia semelhante as
células-tronco mesenquimais (CTMs), em forma de fuso. Foi demonstrado que as celulas

perivasculares tém capacidade de diferenciagdo adipogénica, osteogénica, condrogénica e
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cardiomiogénica e expressam diversos marcadores de superficie, de acordo com o tecido em
que estdo situadas, como o marcador CD146 especifico da célula perivascular, o marcador
CD105 especifico de células estaminais mesenquimais, bem como a expressdo de marcadores
especificos de células-tronco hematopoiéticas como CD34, CD45 e marcador especifico de
células endoteliais CD31, em niveis menores (GOKCINAR-YAGCI; OZYUNCU; CELEBI-
SALTIK, 2016).

O tecido perivascular dos vasos sanguineos em geral comunica-se com as células
endoteliais vasculares atraves das juncdes gap localizadas nas regides de superficie abluminal
(ARMULIK, BETSHOLTZ, 2005). Células perivasculares cultivadas a partir de células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea humana demonstraram estar envolvidas na estabilidade e
maturacdo dos vasos sanguineos e no controle do fluxo sanguineo microvascular de tecido
osteogénico (MENDES et al., 2012). Pericitos cerebrais tem suas fungdes associadas a
contratilidade da microvasculatura do Sitema Nervoso Central (SNC), regulacédo da atividade
de células endoteliais e expressao da atividade de macrofagos. Contragéo parece ser a maneira
que os pericitos regulam o fluxo sanguineo microvascular, semelhante ao masculo liso vascular.
A regulacdo das células endoteliais foi sugerida para controlar o crescimento dos vasos e
contribuir para a estabilidade vascular (RUCKER, WYNDER, THOMAS, 2000.). O estudo de
Wanjare, Kusuma e Gerecht (2014) evidenciou que células perivasculares derivadas de células
tronco pluripotentes humanas podem possuir propriedades contrateis, no qual foi demonstrado
a presenca de fibras de estresse nas células deste tecido. Fibras de estresse sdo feixes de
filamentos de actina que sdo importantes na mecanotransducdo de células aderentes ancorando-
se a substratos e criando tensdo isométrica. A contracdo das células perivasculares esta
associada a um citoesqueleto mais filamentoso dentro das células (DEGUCHI et al., 2006).

Além de possuir caracteristicas semelhantes as CTMs (diferenciacdo celular e expressédo
de CD105), as células perivasculares do corddao umbilical também possuem propriedades
diferentes, como a expressdo de Tenascina-C, uma proteina da matriz extracelular que
desempenha importantes papéis durante o desenvolvimento embrionario e a lesdo tecidual
(MIDWOOD et al., 2011). Essas particularidades sugerem que as células perivasculares, que
podem ser ancestrais como das CTMs nas regides vasculares, desenvolvem caracteristicas para
adaptar-se ao seu microambiente (GOKCINAR-YAGCI; OZYUNCU; CELEBI-SALTIK,
2016).

Evidentemente, os dados emergentes de pesquisas relacionadas ao tecido perivascular
sugerem gue novos estudos sejam desenvolvidos para melhor compreender os efeitos e o papel

deste tecido na fisiologia vascular.
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1.4.  Obesidade gestacional: implicagdes para o controle da circulacdo materno fetal

A populagdo mundial tem sido confrontada com um crescimento exponencial da
obesidade entre mulheres durante o periodo gestacional. Mulheres obesas podem iniciar o0s
cuidados pré-natais com hipertensdo estabelecida ou apresentarem diabetes tipo 2 ainda nédo
diagnosticado. Outras complicacGes emergem posteriormente na gestacao, no parto ou no pos-
parto, incluindo um risco aumentado de resultados insatisfatorios na gravidez, aumento das
taxas de cesareas, dificuldades para iniciar e manter a amamentacéo, hipertensdo gestacional,
pré-eclampsia, diabetes mellitus gestacional, parto de bebés grandes para a idade gestacional,
maior incidéncia de defeitos congénitos e morte materna e infantil (POSTON, HARTHOORN,
VAN DER BEEK, 2011). Apesar disso, a maioria das gestantes obesas ndo tem consciéncia
dos problemas que enfrentam e custos crescentes dessas complicacdes tém ampliado cada vez
mais 0s orcamentos de satde (RAPOSO et al., 2011). O Instituto de Medicina dos EUA (IOM)
publicou recentemente diretrizes revisadas para ganho de peso gestacional (GPG) em gestantes
com baixo peso (IMC 18,5; ganho de peso recomendado 12,5-18 kg), peso normal (IMC, 18,5-
24,9; 11,5-16 kg), sobrepeso (IMC, 25,0 a 29,9; 7 a 11,5 kg) e obesidade (IMC 30; 5 a 9 kg)
(IOM, 2009). A reviséo foi impulsionada por novas evidéncias dos efeitos do GPG sobre os
resultados maternos e infantis, o aumento da obesidade e do GPG médio e a maior diversidade
étnica, além do aumento da idade materna das mulheres gravidas. A alta prevaléncia desta
condicdo em diversas regides do mundo mostra claramente que as metas estabelecidas nas
novas diretrizes ndo estdo sendo alcancadas por mulheres com sobrepeso ou obesas.

Vérias vias metabdlicas sdo susceptiveis de influenciar o desenvolvimento fetal e os
resultados neonatais, contribuindo para desfechos maternos adversos. A glicemia materna, por
exemplo, mesmo sutilmente aumentada em mulheres obesas (MONTEIRO et al., 2016), pode
influenciar o crescimento fetal e a adiposidade, como evidenciado pelo estudo HAPO
(METZGER et al., 2008). Outros parametros pertinentes incluem triglicérides e acidos graxos
maternos, além da insulina fetal, que podem contribuir para o acumulo de tecido adiposo na
prole, além de evidéncias de um estado inflamatdrio de baixo grau na mée, comprometendo
componentes fetais (RAMSAY et al., 2002).

Além das complicacBes descritas acima, evidéncias recentes sugerem a existéncia de
influéncias adversas que afetam o desenvolvimento do feto durante a vida uterina (Programacéo
Fetal) e, dependendo da idade gestacional, podem alterar estruturas e/ou fungdes de células,
orgaos ou vias metabdlicas, refletindo posteriormente na vida adulta. Assim, influéncias

adversas durante este periodo do desenvolvimento fetal, como a presenca de sobrepeso ou
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obesidade, podem acarretar o desenvolvimento de doencas na vida adulta do feto
(GLUCKMAN, HANSON, 2004).

O entendimento da Programacdo Fetal comecou com Barker (1995), a partir de
observacdes que relacionavam o baixo peso ao nascimento com o desenvolvimento de doencas
metabdlicas na vida adulta. Neste estudo, evidenciou-se que o risco para desenvolver
complicagdes na fase adulta é fungdo ndo apenas da carga genética ou dos habitos de vida do
adulto, como também da atuacdo de fatores ambientais em periodos criticos no
desenvolvimento fetal e que este processo estd muito relacionado com a capacidade de um
genotipo poder originar diferentes estados morfol6gicos ou fisioldgicos em resposta a diferentes
exposicdes durante o desenvolvimento (MATTOS, 2006; BARKER, 2007). Além destes
trabalhos, diversos estudos demonstraram que doencas acometidas na fase adulta podem ter
relacGes com alteraces na fase intrauterina (GODFREY, 2002; DRAKE, WALKER, 2004;
MATTOS, 2006; JANSSON, POWELL, 2007; RINAUDO et al., 2012; MARCINIAK et al.,
2017).

Embora os mecanismos fisiopatologicos envolvendo o0 aumento dos riscos adversos para
os fetos de gestantes com sobrepeso/obesidade ainda ndo tenham sido completamente
esclarecidos, um componente potencialmente envolvido é a circulacdo fetoplacentaria. Os
vasos umbilicais, assim como os demais vasos do sistema circulatorio, sdo sensiveis a
substancias vasoativas, como a serotonina, a angiotensina Il e a insulina (BENIRSCHKE et al.,
2006). Além disso, as células endoteliais que compdem estes vasos secretam substancias que
influenciam de maneira paracrina a contratilidade do musculo liso. A adventicia, considerada
como sendo o tecido conjuntivo mucoso (GW) que compde o tecido perivascular e que tem
como papel descrito até o momento, o suporte vascular, também pode constituir um
componente potencialmente envolvido no controle da funcdo dos vasos do corddao umbilical.
De fato, alteracdes na composicdo deste tecido foram descritas recentemente em condicdes
onde h& excesso de tecido adiposo, levando-o a liberar varios fatores paracrinos, como
adipocinas (resistina, leptina e visfatina) e citocinas (IL - 6 ¢ TNF - a) que podem afetar
diretamente CMLVs e células endoteliais e que iniciam e orquestram a inflamacao vascular.
Essas alteracOes tém sido observadas nas principais patologias vasculares e em associagdo com
fatores de risco cardiovasculares, incluindo aterosclerose, hipertensao arterial e vasculopatias
diabéticas (NOSALSKI, GUZIK, 2017).
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JUSTIFICATIVA

Apesar do tecido perivascular ja ter sido estruturalmente caracterizado, ndo ha nenhum estudo
na literatura avaliando sua influéncia sobre a resposta funcional tanto das veias do cordao
umbilical, bem como seu papel no comprometimento da funcdo deste territério vascular na
obesidade. A maioria das complicacdes clinicas associadas a obesidade podem ser atribuidas a
alteracdes na funcdo vascular. Estudos preliminares realizados em nosso grupo de pesquisa
evidenciaram a presenca de adipocitos no tecido perivascular das veias do corddo umbilical,
bem como a influéncia do sobrepeso/obesidade em gestantes sobre as caracteristicas estruturais
deste tecido, podendo constituir assim um mecanismo importante envolvido na programacao
de complicacOes na fase adulta. Considerando a importancia das veias umbilicais no transporte
de diversos componentes maternos, incluindo sangue oxigenado e rico em nutrientes, sendo
vital para o crescimento e desenvolvimento fetal adequados, alteracdes na fungéo exercida por
este vaso ou nos componentes responsaveis pela modulacdo desta funcdo podem explicar

complicacdes futuras ao feto.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi investigar o papel do tecido perivascular na
reatividade de veias do corddo umbilical, bem como a influéncia do sobrepeso/obesidade
(SB/OB) e do ganho de peso excessivo (GPE) durante o periodo gestacional sobre as

propriedades funcionais deste tecido.

2.2  Objetivos especificos

o Avaliar os efeitos do tecido perivascular na resposta a agonistas relaxantes em veias do
corddo umbilical de gestantes controle, com SB/OB e GPE durante o periodo gestacional;

o Investigar influéncia do endotélio sobre as propriedades funcionais do tecido
perivascular;

o Averiguar quais vias de sinalizacéo estdo sendo modificadas pelo tecido perivascular e
como elas contribuem para a modulagao da fungéo vascular exercida por este tecido.

o Relacionar caracteristicas clinicas das pacientes com as alteracdes observadas na funcao

das veias do cordao umbilical;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo caso-controle, no qual foram avaliados parametros funcionais das
veias umbilicais de gestantes controles, SB/OB ou que apresentaram GPE durante o periodo

gestacional.

3.2 Aspectos Eticos

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da
Universidade Federal de Goias (nimero de aprovacdao CAAE 62155316.0.0000.5083) (Anexo
1) e esta de acordo com a Resolucédo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude que regulamenta
pesquisas envolvendo seres humanos. A coleta dos dados e dos corddes umbilicais foi realizada
apos a concordancia das pacientes e mediante consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) das

pacientes selecionadas para compor a amostra.

3.3  Populacéo de Estudo

A populagdo do presente estudo foi composta por 57 pacientes gestantes controle,
SB/OB e GPE atendidas no Hospital Unimed de Jatai — GO, acompanhadas pela Prof.2 MSc.
Simone Oliveira Morale (Médica Especialista em Ginecologia e Obstetricia e Professora do
curso de Medicina da Universidade Federal de Goias - Regional Jatai), selecionadas pelos
critérios de inclusdo/excluséo infra citados.

Para a caracterizacdo e analise dos dados, as pacientes foram divididas em duas formas
de amostragem. Primeiramente, a divisdo foi feita de acordo com o estado nutricional das
gestantes no inicio da gestacdo, através o IMC: 1 - grupo controle; 2 - grupo SB/OB.
Posteriormente foram divididas de acordo com o ganho de peso durante a gestacdo: 1- grupo
controle (gestantes com IMC normal ou SB/OB que ganharam peso dentro da faixa
permissivel); 2 - grupo GPE (gestantes com IMC normal ou SB/OB que ganharam peso
excessivo). Para a determinacdo da faixa adequada de ganho de peso de cada gestante,
avaliamos cada uma por faixa do seu IMC, conforme a diretriz do Institute of medicine of the
national academies (Instituto de Medicina) (Tabela 1) (IOM, 2009).
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Tabela 1. Novas recomendacdes para ganho de peso total na gestacao, de acordo com o IMC
gestacional.

IMC gestacional Ganho de peso total (Kg)
Baixo peso (< 18,5 Kg/m?) 12,5-18
Peso normal (18,5-24,9 Kg/m?) 11,5-16
Sobrepeso (25,0-29,9 Kg/m?) 7-11,5
Obeso (> 30,0 Kg/m?) 5-9

IMC: indice de massa corporal.
Fonte: Adaptado de (IOM, 2009).

34 Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo pacientes com segmento pré-natal desde o inicio da gestacéo,

e com idade gestacional igual ou superior a 37 semanas, normotensas e normoglicémicas.
3.5  Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo as pacientes com parto de recém-nascido morto; recém-
nascido com malformacdes fetais a ultrassonografia e/ou exames pds-natal, corddo umbilical
com meconio, pacientes hipertensas e diabéticas e pacientes que ndo aceitaram participar da

pesquisa e que ndo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
3.6  Coleta de dados das gestantes

A avaliacdo dos dados clinicos e laboratoriais de gestantes que realizaram seguimento
pré-natal no hospital Unimed de Jatai — GO foi realizada de modo retrospectivo. Os dados
como: idade materna, idade gestacional, altura da paciente, peso no inicio da gestacdo e peso
no dia do parto, pressdo arterial no dia do parto, tipo de parto, peso do recém-nascido e
comprimento do recém-nascido, foram coletados por meio de consulta ao banco de dados do
hospital Unimed de Jatai — GO.

Os dados referentes a pressdo arterial coletados na hora do parto, foram avaliados de
acordo com a sétima diretriz da sociedade brasileira de cardiologia (Tabela 2) (SBC, 2016). Os
dados referentes a glicemia em jejum e ao teste oral de tolerancia a glicose coletados no segundo
trimestre de gestacéo, foram analisados conforme a diretriz 2015-2016 da sociedade brasileira
de diabetes (Tabela 3) (SBD, 2016).
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Tabela 2. Classificacdo da pressdo arterial de acordo com medi¢do casual ou no consultorio.

Classificacao PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Normal <120 <80
Pré-hipertenso 121-139 81-89
Hipertens&o estagio 1 140-159 90-99
Hipertensao estagio 2 160-179 100-109
Hipertens&o estagio 3 >180 >110

PAS: pressao arterial sistolica. PAD: pressdo arterial diastdlica.
Fonte: Adaptado de (SBC, 2016).

Tabela 3. Valores de glicose plasmética (em mg/dl) para diagndstico de diabetes mellitus.

Categoria Jejum TOTG apos 2h
Glicemia normal <100 <140
Tolerancia a glicose diminuida 100-126 140-200
Diabetes mellitus >126 >200

TOTG: teste oral de tolerancia a glicose.
Fonte: Adaptado de (SBD, 2016).

3.7  Obtencao dos segmentos de veias umbilicais

Amostras de corddo umbilical foram obtidas (n=40), pds-parto, a partir das gestantes
pré-selecionadas de acordo com os critérios de inclusao e exclusdo estabelecidos neste estudo.
Para o estudo de reatividade nossa amostra foi dividida em trés grandes grupos: 1 — grupo
controle (IMC normal e ganho de peso gestacional normal, n=13); 2 — grupo SB/OB (IMC
sobrepeso ou obesidade com ganho de peso gestacional normal, n=10); 3 — grupo GPE (IMC

normal ou SB/OB que ganharam peso excessivo durante a gestacdo, n=17).

3.8 Estudo da reatividade das veias umbilicais

Ap0s o desprendimento do corddo umbilical da placenta, posteriormente ao parto, as
amostras de corddo coletadas foram imersas imediatamente em solugdo nutriente Krebs-
Henseleit & 4°C (ph: 7,4; composicdo em mM: NaCl — 130; NaHCOs3 —14,9; KCI —4,7; KH2PO4
—1,18; MgS04.7H20 — 1,17; CaCl,.2H20 — 1,6; glicose — 5,5, EDTA 0,03) como ja descrito
em outros trabalhos (OLIVEIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016). Foram obtidos
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segmentos de aproximadamente 10 cm de comprimento da por¢do medial do corddo umbilical
para dissec¢do da veia umbilical a ser montada no sistema de banho de 6rgdos. Os corddes eram
mantidos em Krebs-Henseleit, trocando a solucdo até o prazo maximo que ainda respondiam a
reatividade, 24 horas pos-parto Em seguida, as veias umbilicais foram cuidadosamente
dissecadas, obtendo-se segmentos de vaso com remocéo total da regido perivascular (controle)
e segmentos de vaso com regido perivascular preservada (perivascular +), que posteriormente
foram seccionados em anéis transversais de 4 mm de comprimento. Os anéis vasculares sem
regido perivascular e com regido perivascular foram montados em um sistema de banho de
orgdos (EFF 321, Insight®, Brasil) suspensos individualmente por um par de hastes de aco
inoxidavel, em cubas de vidro (10 mL) contendo solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit sob
temperatura constante de 37°C e aerada com carbogénio (95% de O2 e 5% de CO2). Uma das
extremidades do gancho foi conectada a um transdutor de forca isométrica (Insight®) acoplado
a um sistema computadorizado de aquisicdo de dados que permitiu o registro das contracGes
(AQCAD, AVS Projetos, Sdo Carlos, Brasil).

As preparacdes permaneceram sob tensao de repouso de 3,0 g (Fernandes, 2015) durante
60 minutos, periodo para estabilizacdo, com trocas de solucao nutritiva e ajuste de tenséo a cada
15 minutos. Apds estabilizacdo, foram adicionados agonistas vasodilatadores, para avaliacdo
da funcdo vascular, bem como para o estudo dos mecanismos envolvidos nas alteracdes

detectadas, de acordo com os protocolos experimentais executados.

3.9  Protocolo experimental

Posterior a estabilizacdo, cada anel foi contraido utilizando solu¢do KCI 65 mmol/L,
para alcancar uma resposta maxima e ajustar o didmetro do vaso, e lavado com solucéo
nutriente. Em seguida os anéis foram estabilizados por mais 30 minutos e a tensdo ajustada para
3g. Para investigar a capacidade do tecido perivascular de secretar moléculas vasoativas, o anel
de vaso limpo foi incubado com solugéo presente na cuba contendo vaso com regido
perivascular preservada por 30 minutos dentro da solugé@o nutriente. Foram realizadas curvas
concentracdo-efeito para insulina (vasodilatador dependente do endotélio, que tem sua agéo
mediada pela via fosfatidilinositol 3-quinase (P13K), que ativa a enzima NO sintase endotelial
(eNOS) levando ao aumento da producdo NO do endotélio vascular [MUNIYAPPA, 2007]) e
nitroprussiato de sodio (10° M — 10° M, doador direto de NO, sendo composto por
Fe 2* complexado com NO e cinco anions cianeto, ¢ degradado espontaneamente em NO,

ativando a via NO/GMPc) em vasos pré-contraidos com KCI 40 mmol/L. A pré-contracdo dos
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vasos foi realizada utilizando o composto KCI, uma vez que a contragédo com felinefrina néo
produziu uma resposta contratil mantida para que as curvas de relaxamento fossem executadas.
Estabelecemos uma contracdo que produzia 70% - 80% da resposta maxima do vaso utilizando
0 KCI 40 mmol/L para realizacdo das curvas de relaxamento (figura 5). Os valores das respostas
de relaxamento foram expressos como porcentagem do relaxamento em relagdo a pré-contragdo
induzida pelo KCI.

Figura 5: Delineamento experimental dos protocolos de reatividade vascular.
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Fonte: Adaptado de Fernandes, 2015
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3.10 Avaliagdo da expressdo da enzima eNOS por Western Blotting

O Tecido Perivascular retirado dos segmentos de veia umbilical foi isolado, congelado
em nitrogénio liquido, pulverizado e homogeneizado em tampédo de lise gelado [(em mM):
TRIS 100 (pH 7,4), pirofosfato de sédio 100, fluoreto de sddio 100, EDTA 10, ortovonadato de
sodio 10, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 2], Triton-X-100 1% e aprotinina 0,01 mg/mL.
O extrato foi colocado em tubos de Eppendorf, os quais foram centrifugados a 13.000 rpm a
4°C por 15 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e o contetdo proteico
total foi quantificado, através da metodologia de Bradford (BioRad®, Hercules, California,
EUA) (Bradford, 1976).

Ap0s determinar a concentracdo de proteinas (40 ug) extraidas da veia umbilical, pelo
método de Bradford, foi realizada a separacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDSPAGE) e transferidas para membrana de nitrocelulose mediante campo elétrico por 1 hora
a 100 V. Cada gel possuia um padrdo para a marcacdo do peso molecular com valores pré-
estabelecidos. Para afirmar a eficiéncia da transferéncia, as membranas foram coradas com
vermelho de Ponceau 2%. Sitios de ligacdo inespecificos foram bloqueados com soro fetal
bovino (5%), diluido em tampéo salina Tris contendo Tween [Tris-Buffered Saline Tween-20,
TBS-T (100 mL de TBS 10X; 1mL de Tween 20 e agua destilada q.s.p. 1L)], por 1 h a 24 °C.
Membranas foram incubadas com anticorpos primarios anti-eNOS (1:500, Santa Cruz — sc —
376751) e anti-GAPDH (1:10.000, Sigma Aldrich — G9545), overnight, a 4 °C. Em seguida,
depois da solucdo bloqueadora por 1 hora, as membranas foram lavadas com solu¢do tampéo,
30 minutos. Apds isso, a incubac¢do com anticorpo secundario por 1 hora a temperatura
ambiente, a emissao de luz foi detectada e visualizada por quimioluminescéncia. Os resultados
foram normalizados pela expressdo protéica de GAPDH e expressos em unidades arbitrérias. A
captura da imagem das membranas foi realizada em fotodocumentador ImageQuant 350 (GE
Healthcare®, Piscata Way, NJ, EUA) e a intensidade das bandas foi quantificada por
densitometria Optica através da utilizacdo de programa de analise de intensidade de bandas
(ImageJ, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland).

3.11 Determinacéo da concentracao de nitratos

A formacéo do 6xido nitrico foi verificada atraves da dosagem dos produtos de oxidacao
estaveis do metabolismo do dxido nitrico (nitratos). As concentracGes de nitrato na veia
umbilical limpa e veia umbilical com tecido perivascular, na presenca ou auséncia de insulina,

foram obtidas pela subtracdo dos valores de nitrito dos valores NOx (nitrito + nitrato). Para a
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determinacdo de NOx foi utilizada a reacdo de Griess. O extrato de veias umbilicais foi
incubado com nitrato redutase, livres da luz e a 37°C por 12 horas. O reagente de Griess foi

adicionado e a leitura realizada por espectrofotometria a 540 nm.

3.12 Anélise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos até a presente etapa foi feita com auxilio do
programa Statistical Package for the Social Sciences® (SPSS) versdo 17.0 (SPSS
Incorporation, 2016). As caracteristicas clinicas e laboratoriais, além dos resultados das
analises in vitro foram descritas para toda a amostra. A normalidade das variaveis foi testada
pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram
representadas por média + erro padrdo da média (epm). As diferencas entre 0s grupos para as
variaveis quantitativas foram comparadas através do teste t de student ou anélise de variancia
de uma via (ANOVA one way) ou duas vias (ANOVA two way) para amostras repetidas,
seguido do teste de multiplas comparacdes Bonferroni ou do teste tukey. O nivel de

significancia minima aceitavel foi de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1  Caracterizacdo da amostra total e de acordo com a presenca de SB/OB no inicio

da gestacao

Foram incluidas no presente estudo, amostras de corddao umbilical de 57 gestantes.
Destes 12 foram excluidos de acordo com os critérios de exclusdo estabelecidos e 5 foram
utilizados para padronizacdo do protocolo experimental, portanto utilizamos 40 corddes
reatividade da veia realizacdo de testes moleculares.

Com o objetivo de avaliar a influéncia do SB/OB no inicio da gestacdo sobre os
parametros obtidos, as gestantes foram distribuidas em dois grupos de acordo com estado
nutricional no inicio do acompanhamento obstétrico: grupo controle (IMC<25) e grupo SB/OB
(IMC>25). A média de idade das gestantes que compdem estes grupos foi semelhante (idade

em anos: 28,19 * 4,30 no grupo controle e 29,29 + 5,54 no grupo sobrepeso/obesos).

Tabela 4. Caracterizacdo da amostra total e dos grupos controle e SB/OB.

Variavel Amostra Grupos (n) Média (DP) P
Total
Controle (26) 28,19 + 4,30
|dade (anos) 28,76+ 4,96 Sobrepeso/obesos (28) 29,29 + 5,54 0,424
Controle (26) 21,60 £ 1,85
2 ' ' *
IMC (Kg/m?) 24,96 £3,91 Sobrepeso/obesos (28) 28,07 + 2,45 0,000
Pressao arterial Controle (26) 116,20 + 11,06
sistélica (mmHQ) 114,50+ 11,48 Sobrepeso/obesos (28) 113,00 + 11,84 0,306
Pressao arterial Controle (26) 74,96 + 9,29
diastolica (mmHg) 75561081 Sobrepeso/obesos (28) 76,11 £ 12,20 0,701
Peso do recém- Controle (27) 3,31+£0,52 *
nascido (kg) 3,45£0,52 Sobrepeso/obesos (28) 3,59+£0,51 0,039
Comprimento do 4931 + 1.82 Controle (26) 48,92 + 1,85 0.129

recém-nascido (cm) Sobrepeso/obesos (26) 49,69 + 1,74
Valores apresentam a média £ dp. mmHg: milimetro de mercdrio. DP: desvio padrdo. n: nimero
amostral. A diferenca entre os grupos foi avaliada através do teste T de Student. * p<0,05.

Os valores de pressao arterial sistélica (116,20 + 11,06 no grupo controle e 113,00 +
11,84 no grupo SB/OB) e diastolica (74,96 + 9,29 no grupo controle e 76,11 + 12,20 no grupo

SB/OB) obtidos na hora do parto, permitiram classificar as pacientes como normotensas, de
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acordo com as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2016). Nao foram
observadas diferencas estatisticas entres os grupos avaliados no que se refere a este parametro.
Em relacdo aos parametros avaliados nos recém-nascidos, os valores de peso (3,31 + 0,52 no
grupo controle e 3,59 £ 0,51 no grupo SB/OB) foram estatisticamente maiores para 0s recém-
nascidos de gestantes do grupo SB/OB do que para recém-nascidos de gestantes do grupo
controle. A variavel comprimento do recém-nascido (48,92 + 1,85 no grupo controle e 49,69 +

1,74 no grupo SB/OB) néo apresentou diferenca significativa entre os grupos.
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4.2  Caracterizacdo da amostra de acordo com o ganho de peso durante o periodo
gestacional

As gestantes foram dividias em dois grupos de acordo com seu ganho de peso durante a
gravidez: grupo com ganho de peso ideal (controle) e grupo com GPE (GPE). No final do
periodo gestacional, do total de pacientes que participaram do estudo, 21 gestantes
permaneceram na faixa de ganho de peso considerado normal (controle), enquanto 22 gestantes
ultrapassaram a faixa de ganho de peso ideal (GPE).

No que se refere aos valores da idade, pressdo arterial sistolica e diastdlica ndo houve
diferenca entre os grupos (Tabela 5). Além disso, foi possivel verificar que as pacientes do
grupo GPE, assim como as pacientes do grupo SB/OB foram consideradas normotensas. No
entanto, os recém-nascidos de gestantes do grupo GPE apresentaram peso e comprimento

significativamente maior do que recém-nascidos de gestantes do grupo controle.

Tabela 5. Caracterizacdo dos grupos controle e GPE.

Variavel Grupos (n) Média (DP) P
Controle (21) 28,38 £ 4,72

|dade (anos) GPE (22) 27.41+5.16 0,523

Ganho de peso (Kg/m?) Controle (21) 11,62 +4,22 0,000*

GPE (22) 17,89 £ 4,95

Pressdo arterial sistolica Controle (21) 115,80 + 11,97 0.659

(mmHg) GPE (22) 117,40 + 10,95

Pressdo arterial diast6lica Controle (21) 72,81 + 8,38 0117

(mmHg) GPE (22) 78,00 £ 12,38 '

Peso do recém-nascido Controle (21) 3,21 +0,52 0.004*

(kg) GPE (22) 3,69 £0,53 ’

Comprimento do recém- Controle (20) 48,65+ 1,81 0.014*

nascido (cm) GPE (22) 50,18 + 2,04 ’

Valores representam a média + dp. mmHg: milimetro de mercirio. DP: desvio padrdo. n: ndmero
amostral. A diferenca entre os grupos foi avaliada atraves do teste T de Student. * p<0,05.
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4.3  Avaliagdo da tolerancia oral a glicose

Na realizacdo do teste oral de tolerdncia a glicose, os valores da glicemia em jejum
permitiram classificar as gestantes que compdem este estudo como normoglicémicas. Porém,
ao avaliarmos a area sob a curva do teste oral de tolerancia a glicose foi possivel verificar uma
diferenca significativa entre os trés grupos avaliados. De acordo com a analise das curvas foi
possivel verificar que tanto no tempo de 1 hora quanto no tempo de 2 horas ap6s a sobrecarga
de glicose, o valor de glicemia observado nos grupos sobrepeso/obeso e GPE foi

significativamente maior quando comparado ao grupo controle (Figura 6, tabela 6).
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Figura 6: Curva de Teste Oral de Tolerdncia a Glicose. Foi calculado a area total sob a curva da
concentragdo plasmética de glicose em condicGes basais (jejum), 12 hora e 22 hora apds sobrecarga de
glicose ingerida. Cada ponto representa a média + epm. Anova two way com medidas repetidas, seguido
pelo teste post hoc de bonferroni.

Tabela 6. Valores de glicemia observados nos tempos 0, 1 e 2 horas ap0s sobrecarga de glicose
ingerida.

Controle Sobrepeso/obeso GPE
Glicemia Glicemia IC 95 % Glicemia IC 95%
Jejum 78,12 81,68 -8.375 - 15.50 80,06 -11.11 - 14.98
1 127,0 142, 7* 2.276 - 29.00 142,0* 0.06085 - 29.84
2 101,0 119,6* 5.223-31.94 115,1* -0.8622 - 28.92

Valores de glicemia representam a média. IC 95%: intervalo de confianca de 95%. * p<0,05 vs controle.
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4.4  Avaliacdo da contracdo ao cloreto de potassio em veias umbilicais isoladas

A resposta contrétil induzida pelo KCI foi semelhante nas veias umbilicais no grupo
controle (9,015 +0,663), sobrepeso (9,347 + 0,969) e GPE (9,836 + 0,879) (Figura 7).
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Figura 7: Contragdo ao Cloreto de Potassio (KCI) em veias umbilicais isoladas de gestantes controle
(n=13), SB/OB (n=10) e GPE (n=17). Cada ponto representa a média £ epm.
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4.5  Avaliagdo do relaxamento a insulina em veias umbilicais isoladas

A insulina induziu relaxamento dependente de concentracdo em veias umbilicais limpas
nos 3 grupos avaliados. Entretanto, o grupo sobrepeso/obeso e o grupo GPE apresentaram
aumento significativo na taxa de relaxamento induzido pela insulina quando comparados ao

grupo controle (Figura 8, Tabela 7).
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Figura 8: Curvas concentragdo-efeito a insulina em veias umbilicais isoladas de corddes umbilicais de
gestantes controle, SB/OB e GPE. Cada ponto representa + epm.

Tabela 7. Porcentagens de relaxamento a Insulina em veias umbilicais limpas isoladas de
gestantes controle, sobrepeso/obeso e GPE.

Concentracao Controle SB/OB GPE
10° 0,666 + 0,666 2,731+ 1,293 1,344 + 0,573
3x10°° 1,072 + 0,657 4,593 + 1,626 5,256 + 0,561
108 2,762 £ 0,902 7,092 +£1,733 7,288 £ 0,884
3x10°8 4,517 + 0,802 9,797 £ 1,901 9,003 £ 0,876
107 6,155 + 0,820 12,694 + 1,398* 9,959 + 0,863
3x1077 7,512 £ 0,942 13,986 + 1,350* 12,567 + 0,848
10® 8,375 + 1,240 16,766 £ 1,195* 13,528 £ 1,179
3x10° 9,382 + 1,639 18,346 + 1,991* 15,249 + 1,131*
10° 10,649 + 2,107 21,378 £ 2,297* 17,517 + 1,164*
3x10° 11,409 + 1,919 23,648 + 1,865* 19,904 + 1,701*

Cada ponto representa a média + epm. Two-way ANOVA com pos-teste Bonferroni. * p<0,05 vs
controle.
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4.6  Avaliacdo do relaxamento a insulina, apés incubagdo com solucao perivascular, em
veias umbilicais isoladas com e sem tecido perivascular

Ao analisarmos as curvas de concentracdo-efeito a insulina em gestantes do grupo
controle, observamos que ndo houve diferenca significativa no relaxamento das veias
umbilicais sem tecido perivascular (PV -) e com tecido perivascular (PV +), porém, 0s anéis
vasculares limpos que foram incubados com solucdo perivascular apresentaram aumento
significativo na taxa de relaxamento induzido pela insulina quando comparados aos anéis

vasculares com e sem tecido perivascular. (Figura 9, Tabela 8).
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Figura 9: Curvas concentragdo-efeito a insulina, apds incubacdo com solucdo perivascular, em veias
umbilicais isoladas de corddes umbilicais de gestantes controle. Cada ponto representa + epm.

Tabela 8: Porcentagens de relaxamento a Insulina em veias umbilicais isoladas de gestantes
controle.

Concentracéo PV- PV+ Solugéo PV
10° 1,720 £ 1,186 0,816 + 0,816 2,198 £ 0,984
3x10°° 3,657 + 1,556 2,837 £ 1,519 5,073 + 1,454
108 6,007 + 1,749 5,907 + 1,964 10,496 + 1,836
3x108 8,333+ 1,988 6,177 + 2,110 13,875 + 2,662
107 9,665 + 1,775 7,447 + 1,755 16,672 + 2,830
3x10” 10,375 £ 1,752 8,767 + 1,664 17,695 + 3,049
10° 10,372 £1,708 10,828 + 1,199 19,282 + 3,112
3x10° 11,262 +2,178 11,074 £ 1,399 20,436 + 3,649 #
10° 12,391 + 2,448 11,074 + 1,399 24,321 + 4,556 *#
3x10° 13,024 + 2,250 13,436 + 1,678 26,690 + 5,038 *#

Cada ponto representa a média + epm. Two-way ANOVA com p6s-teste Bonferroni. * p<0,05 vs PV-.
# p<0,05 vs PV+.
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A andlise das curvas de relaxamento a insulina das gestantes do grupo sobrepeso/obeso
evidenciou que a resposta relaxante promovida pela insulina foi significativamente maior em
veias umbilicais com o tecido perivascular preservado (PV +) quando comparada a observada
em veias limpas (PV -) e em veias limpas que foram incubadas com solucdo perivascular
(Solugéo PV) (Figura 10, Tabela 9).
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Figura 10: Curvas concentragdo-efeito a insulina, apds incubagdo com solugdo perivascular em veias
umbilicais isoladas de corddes umbilicais de gestantes SB/OB. Cada ponto representa + epm.

Tabela 9: Porcentagens de relaxamento a Insulina apds incubacdo com solucédo perivascular
em veias umbilicais isoladas de gestantes SB/OB.

Concentracdo PV- PV+ Solugdo PV
107 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
3x10° 2,264 +1,192 2,338 + 1,456 2,7119+1,174
10°® 5,647 + 1,007 7,302 + 2,963 5,232 + 1,500
3x10°8 8,701 +£1,172 11,750 + 3,705 9,072 £ 1,427
10”7 11,126 +1,185 16,708 + 4,885 10,122 + 1,767
3x10” 12,535+1,218 20,189 + 5,355 11,611 +2,204
10° 15,640 + 0,969 26,298 + 7,180 14,604 + 2,535
3x10°® 16,600 + 0,704 29,226 + 7,307 *# 16,202 + 2,762
10° 17,864 + 0,478 31,456 + 7,449 *# 18,881 + 0,954
3x10” 20,965 + 0,971 34,242 + 7,939 *# 21,171 +1,323

Cada ponto representa a média + epm. Two-way ANOVA com p6s-teste Bonferroni. * p<0,05 vs PV-.

# p<0,05 vs solucdo PV.
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Nas gestantes do grupo GPE a resposta relaxante promovida pela insulina foi
significativamente maior em veias umbilicais limpas que foram incubadas com solugéo
perivascular (solucdo PV) quando comparada a observada em veias limpas (PV -) e em veias

com tecido perivascular preservado (PV +) (Figura 11, Tabela 10).
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Figura 11: Curvas concentracdo-efeito a insulina, apds incubagdo com solucdo perivascular em veias
umbilicais isoladas de corddes umbilicais de gestantes GPE. Cada ponto representa + epm.

Tabela 10: Porcentagens de relaxamento a Insulina apds incubacdo com solugéo perivascular
em veias umbilicais isoladas de gestantes GPE.

Concentracdo PV- PV+ Solugdo PV
10°° 1,756 + 0,529 1,411 +0,553 3,256 + 0,952
3x10° 5173 +0,478 4,112+ 0,931 8,655 * 1,440
10°® 7,181 +0,798 5,448 +1,071 12,196 + 1,532#
3x10°® 8,919 + 0,686 7,438 + 1,537 14,304 + 1,408#
10”7 9,882 + 0,775 8,379 + 1,408 17,235 + 1,699 *#
3x10” 12,356 + 1,145 9,105 + 1,344 18,250 + 2,037#
10° 13,699 + 0,884 10,830 + 1,668 19,439 +2,171#
3x10° 15,267 £ 1,181 11,905 + 1,592 20,718 + 2,160#
10° 17,527 £ 1,351 14,845 + 1,849 23,630 + 2,801#
3x10” 19,008 + 1,766 17,185 + 2,429 26,367 + 2,914 *#

Cada ponto representa a média + epm. Two-way ANOVA com p6s-teste Bonferroni. * p<0,05 vs PV-.

# p<0,05 vs PV+.
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4.7  Avaliagdo do relaxamento ao nitroprussiato de sodio em veias umbilicais isoladas

A andlise das curvas de relaxamento independente do endotélio induzido pelo NPS
mostrou que os grupos SB/OB e GPE apresentaram reducdo significativa no relaxamento

induzido por esse agonista quando comparado ao grupo controle (Figura 12, Tabela 11).

>

(=]

=

P]

£

<

5

= -®- Controle

- = SB/OB

1000 -+ GPE

r T T T T T T T T T 1
9 8 7 6 5 4

- Log [M] NPS
Figura 12: Curvas concentragdo-efeito ao NPS em veias umbilicais isoladas de cord@es umbilicais de

gestantes controle, SB/OB e GPE. Cada ponto representa = epm.

Tabela 11: Porcentagens de relaxamento ao NPS em veias umbilicais limpas isoladas de
gestantes controle, SB/OB e GPE.

Concentracdo Controle SB/OB GPE
10°° 10,974 + 6,375 2,197 + 1,275 3,160 + 0,998
3x10° 28,383 + 7,432 6,727 + 2,083* 8,922 + 1,912*
10°® 39,867 + 7,508 15,122 + 0,903* 16,187 + 2,508*
3x10°® 51,700 + 6,132 21,106 + 1,687* 23,657 + 3,054*
10”7 57,792 + 5,561 26,598 + 0,340* 29,368 + 3,223*
3x10” 63,792 + 5,958 32,085 + 1,859* 33,479 £ 3,471*
10°® 68,011 + 4,579 36,146 + 2,798* 36,414 + 3,452*
3x10° 70,537 + 4,193 40,797 * 2,546* 38,842 + 3,413*
10° 71,992 + 3,821 48,944 * 2,949* 43,215 * 3,249*
3x10° 76,739 + 5,216 53,226 + 3,385* 47,299 * 2,968*

Cada ponto representa a média + epm. Two-way ANOVA com p6s-teste Bonferroni. * p<0,05 vs

controle.
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4.8  Avaliagdo do relaxamento ao NPS apds incubacéo com solugéo perivascular em
veias umbilicais isoladas

Ao analisarmos as curvas concentracdo-efeito ao NPS em gestantes do grupo controle,
houve uma reducéo significativa no relaxamento de veias umbilicais com o tecido perivascular

preservado (PV +) e veias umbilicais limpas que foram incubadas com solucdo perivascular

(Solugéo PV) em comparacdo com veias umbilicais limpas (PV -). (Figura 13, Tabela 12).
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Figura 13: Curvas concentragdo-efeito ao NPS, apds incubagdo com solucdo perivascular, em veias
umbilicais isoladas de corddes umbilicais de gestantes controle. Cada ponto representa + epm.

Tabela 12: Porcentagens de relaxamento ao NPS ap6s incubagdo com solugédo perivascular em
veias umbilicais isoladas de gestantes controle.

Concentragdo PV- PV+ Solugdo PV
107 10,974 + 6,375 2,985+ 1,434 4,949 + 2,021
3x10° 28,383 + 7,432 8,631 + 1,359* 11,006 + 2,116
108 39,867 + 7,508 17,633 + 3,085* 19,500 + 2,577*
3x10°8 51,700 + 6,132 26,382 + 5,559* 26,153 + 3,997*
10”7 57,792 + 5,561 34,287 +6,051* 31,841 + 4,303*
3x10” 63,792 + 5,958 38,833 + 5,626* 34,691 + 3,466*
10° 68,011 + 4,579 44,199 + 4,615* 37,127 + 3,313*
3x10°® 70,537 £ 4,193 49,931 + 3,318* 40,708 + 4,420*
10° 71,992 + 3,821 55,662 + 3,022 44,189 + 4,611*
3x10” 76,739 £ 5,216 58,890 + 2,268 47,068 + 4,459*

Cada ponto representa a média £ epm. Two-way ANOVA com pos-teste Bonferroni. * p<0,05 vs PV-.
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O relaxamento promovido por NPS em veias umbilicais de gestantes do grupo SB/OB
foi semelhante, porém houve diminuicdo significativa na taxa de relaxamento observada apenas
na concentracio de 3x107 em veias com tecido perivascular preservado (PV +) quando
comparado com veias limpas que foram incubadas com solucdo perivascular (Solucdo PV),
(Figura 14, Tabela 13).
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Figura 14: Curvas concentragdo-efeito ao NPS, apds incubagdo com solucdo perivascular, em veias
umbilicais isoladas de corddes umbilicais de gestantes SB/OB. Cada ponto representa + epm.

Tabela 13: Porcentagens de relaxamento ao NPS ap0s incubagdo com solucéo perivascular em
veias umbilicais isoladas de gestantes SB/OB.

Concentracdo PV- PV+ Solugdo PV
10°° 2,197 +£1,275 1,143+ 1,143 6,266 * 2,549
3x10° 6,727 +£ 2,083 2,669 + 1,661 8,794 + 2,948
10°® 15,122 + 0,903 5,480 + 2,646 15,059 + 3,064
3x10°® 21,106 + 1,687 9,414 + 3,627 21,288 +4,111
10”7 26,598 + 0,340 18,050 + 3,384 27,079 + 3,953
3x10” 32,085 + 1,859 20,806 + 2,414* 33,719 + 3,546
10°® 36,146 + 2,798 29,489 + 4,149 37,758 + 3,657
3x10° 40,797 + 2,546 34,325 + 2,150 41,407 +5,151
10° 48,944 + 2,949 38,288 + 0,886 45,140 + 5,699
3x10° 53,226 + 3,385 40,630 + 0,413 49,871 + 6,040

Cada ponto representa a média + epm. Two-way ANOVA com pos-teste Bonferroni. * p<0,05 vs

Solucéo PV.
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No grupo de gestantes com GPE n&o houve diferenca significativa na taxa de
relaxamento induzida por NPS em veias umbilicais limpas (PV -), com o tecido perivascular
preservado (PV +) e em veias umbilicais limpas que foram incubadas com solucdo perivascular
(Solugéo PV) (Figura 15, Tabela 14).
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Figura 15: Curvas concentragdo-efeito ao NPS, apds incubagdo com solucdo perivascular, em veias
umbilicais isoladas de corddes umbilicais de gestantes GPE. Cada ponto representa + epm.

Tabela 14: Porcentagens de relaxamento ao NPS ap0s incubagdo com solucéo perivascular em
veias umbilicais isoladas de gestantes GPE.

Concentracdo PV- PV+ Solugdo PV
10° 3,160 + 0,998 3,375+ 1,141 3,154 + 0,572
3x10° 8,922 +1,912 8,569 + 1,818 10,802 + 2,256
10°® 16,187 + 2,508 15,893 + 2,353 17,134 + 2,480
3x10® 23,657 + 3,054 23,255 + 2,526 23,042 + 2,993
10”7 29,368 + 3,223 27,699 + 2,323 29,538 + 3,426
3x10” 33,479 + 3,471 32,013 +2,570 33,201 + 3,614
10°® 36,414 + 3,452 35,999 + 2,461 35,626 + 3,467
3x10° 38,842 + 3,413 42,013 +2,091 38,651 + 3,710
10° 43,215 + 3,249 45,971 +1,729 40,985 + 3,934
3x10° 47,299 + 2,968 47,746 + 1,904 45,131 + 4,317

Cada ponto representa a média £ epm. Two-way ANOVA com pos-teste Bonferroni. * p<0,05 vs PV+.
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4.9  Expressdo proteica de eNOS no tecido perivascular de veias do corddo umbilical

Ao analisarmos a expressdo da eNos no tecido perivascular foi possivel observar
reducdo da expressdo nos grupos SB/OB (0,2534+ 0,0241) e GPE (0,3060+ 0,0149) quando
comparados ao grupo controle (0,4205+ 0,0161) [Unidades arbitrarias (U.A.); P<0,05] (Figura
16).
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Figura 16: Expressdo de eNOS total no tecido perivascular que circunda as veias de cordao umbilical.
Na parte superior, imagens representativas do Western Blotting. Na parte inferior, os graficos mostram
a anélise densitométrica correspondente a razdo de eNOS em funcdo do Ponceau, usado como
normalizador (n= 4/grupo). Cada ponto representa a média £ epm. Oneway ANOVA com pds-teste
Tukey. * p<0,05 vs controle.
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4.10 Determinacdo das concentracdes de nitrato em veias umbilicais

Ao avaliarmos os graficos de NOx para a veia umbilical limpa observamos um aumento
nas concentragdes de NO nos grupos SP/OB (26,000+1,254) e GPE (27,317+2,210) em relagdo
ao grupo controle (10,967+1,254). Em gestantes controle foi observado um aumento
significativo das concentracdes de NO nos vasos incubados com insulina (18,750+1,622) em
relacdo aos vasos com o veiculo (10,967+1,254). Além disso, os vasos incubados com insulina
também apresentaram aumento significativo nas concentracdes de NO nos grupos SP/OB
(26,817+1,466) e GPE (29,617+1,735) em relagdo ao grupo controle (18,750+1,622) (Figura
17).
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Figura 17: Concentracgdes de nitrato em veias limpas na auséncia e na presenca de Insulina isoladas de
gestantes controle (n=6), SB/OB (n=6) e GPE (n=6). Cada ponto representa a média + epm. Twoway
ANOVA com poés-teste Tukey. * p<0,05 vs controle. # p<0,05 vs controle/veiculo.
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Em gestantes controle as concentragdes de NO foram semelhantes nas veias umbilicais
limpas na presenca de veiculo (10,967+1,254) e nas veias umbilicais com tecido perivascular
na presenca de veiculo (11,617+£0,999). Os vasos limpos incubados com insulina
(10,967+1,254) apresentaram aumento significativo nas concentracbes de NO em relacdo aos
vasos limpos na presenca de veiculo (18,750+1,622). Os vasos com tecido perivascular
preservado incubados com insulina (34,133+1,666) apresentaram aumento significativo nas
concentracdes de NO em relagdo a vasos com tecido perivascular preservado na presenca de
veiculo (11,617+0,999). Além disso, 0s vasos com tecido perivascular preservado incubados
com insulina (34,133+1,666) apresentaram aumento significativo nas concentragdes de NO em
relagdo ao vasos limpos incubados com insulina (10,967+1,254) (figura 18).
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Figura 18: Concentra¢Oes de nitrato em veias limpas e com tecido perivascular na auséncia e na
presenca de Insulina isoladas de gestantes controle (n=6). Cada ponto representa a média + epm.
Twoway ANOVA com pds-teste Tukey. * p<0,05 vs controle.
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Em gestantes SB/OB as concentragdes de NO foram semelhantes nas veias umbilicais
limpas na presenca de veiculo (26,000+£1,897) e nas veias umbilicais com tecido perivascular
na presenca de veiculo (22,383+2,637). Os vasos com tecido perivascular preservado incubados
com insulina (27,750+1,754) também apresentaram concentracdes de NO semelhantes aos
vasos limpos incubados com insulina (26,817+1,466). N&o houve diferenca nas concentragoes

de NO entre os vasos incubados com insulina e vasos com veiculo (figura 19).
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Figura 19: ConcentracOes de nitrato em veias limpas e com tecido perivascular na auséncia e na
presenca de Insulina isoladas de gestantes SB/OB (n=6). Cada ponto representa a média + epm. Twoway
ANOVA com pos-teste Tukey. * p<0,05 vs controle.
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No grupo de gestantes GPE também ndo houve diferenca significativa nas

concentragcfes de NO nas veias umbilicais limpas na presenca de veiculo (27,317+2,210) e nas

veias umbilicais com tecido perivascular na presenca de veiculo (30,233+2,103). Os vasos com

tecido perivascular preservado incubados com insulina (27,783+2,415) também apresentaram

concentracdes de NO semelhantes aos vasos limpos incubados com insulina (30,233+2,103).

N&o houve diferenga nas concentragdes de NO entre os vasos incubados com insulina e vasos

com veiculo, assim como foi observado no grupo SB/OB (figura 20).
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Figura 20: Concentra¢Oes de nitrato em veias limpas e com tecido perivascular na auséncia e na
presenca de Insulina isoladas de gestantes GPE (n=6). Cada ponto representa a média + epm. Twoway

ANOVA com poés-teste Tukey. * p<0,05 vs controle.
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5. DISCUSSAO

Cerca de metade das mulheres nos Estados Unidos iniciam a gestacdo com sobrepeso
ou obesidade e esta situacdo também tem sido observada em diversos paises, como o Brasil.
Desde que o Instituto de Medicina estabeleceu as diretrizes para 0 ganho de peso durante o
periodo gestacional, em 2009, quase metade das mulheres ainda ganham mais peso do que o
recomendado de acordo com o seu IMC pre-gestacional (RASMUSSEN, K. M., et al., 2009).
As consequéncias destas condi¢bes tém sido descritas tanto no que se refere ao perfil do feto,
quanto aos componentes maternos. Nosso estudo demonstrou que um importante componente
estrutural do corddo umbilical, o tecido perivascular, exerce papel modulador sobre a resposta
relaxante de veias do corddo umbilical, e que este encontra-se alterado em gestantes com
sobrepeso/obesidade pré-gestacional, assim como naquelas que apresentaram ganho de peso
excessivo durante a gestacéo.

Sabe-se que a obesidade materna e o ganho de peso acima do recomendado durante a
gravidez sdo fatores que levam ao aumento do risco de obesidade, além de aumento do risco do
desenvolvimento de resisténcia a insulina e marcadores precoces de doencas cardiovasculares
na prole em estagios posteriores da vida (GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2014). Em nosso
estudo, ja foi possivel verificar a presenca de alteragdes no feto, quanto ao peso e tamanho, que
foram maiores nos grupos SB/OB e GPE quando comparados ao grupo controle.

No que se refere a gestante, a obesidade no periodo gestacional esta também associada
ao aumento da probabilidade de desenvolvimento de hipertensdo arterial e diabetes mellitus
gestacional (POSTON et al., 2011). Ao analisarmos os parametros de pressao arterial sistélica
e diastolica, e a glicemia em jejum, verificamos que ndo houve diferencas entre 0s grupos de
gestantes. No entanto ao avaliarmos 0 TOTG, diferencas significativas foram observadas nos
tempos 1 e 2 horas ap6s sobrecarga de glicose evidenciando que, supostamente, mesmo que as
pacientes ndo apresentem hiperglicemia em jejum, apresentam tolerancia a sobrecarga de
glicose diminuida. Li; Chen; Li (2013) descobriram em seu estudo que o ganho de peso da mae
aumentado em camundongos promove um aumento na fungéo de troca de nutrientes, tornando-
se necessario um estado fisioldgico de resisténcia a insulina para direcionar preferencialmente
0s nutrientes maternos para a unidade fetoplacentaria, permitindo o crescimento adequado do
feto. Quando as mulheres desenvolvem diabetes mellitus gestacional, a resisténcia a insulina
torna-se mais grave e perturba o meio intrauterino, o que resulta em alteracbes no

desenvolvimento fetal.
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Os experimentos de reatividade vascular nos anéis de veias umbilicais foram realizados
inicialmente utilizando a insulina, vasodilatador dependente do endotélio, que tem sua agéo
mediada pela via fosfatidilinositol 3-quinase (P13K), que ativa a enzima NO sintase endotelial
(eNOS), levando ao aumento da producdo NO pelo endotélio vascular (MUNIYAPPA, 2007).
De modo inédito, no presente estudo demonstramos que o tecido perivascular das veias do
corddo umbilical exerce um efeito modulador sobre a resposta relaxante destes vasos, uma vez
que gestantes do grupo controle obtiveram aumento no relaxamento de vasos limpos incubados
com solucdo perivascular. Estes resultados indicam que o tecido perivascular pode liberar
moléculas vasodilatadoras que medeiam o relaxamento vascular. Em outros territdrios
vasculares, a importancia do tecido perivascular na modulagéo da resposta vascular tem sido
amplamente descrita. Lynch et al. (2013) demonstrou em seu estudo a presenca de um fator
liberado por PVAT que influencia tanto a funcéo endotelial quanto a do musculo liso. No estudo
de Lynch, artérias mesentéricas de resisténcia de camundongos C57BL / 6J foram montadas
em um miografo, onde a solucdo do banho de érgdos foi retirada de uma artéria com PVAT e
utilizada para substituir a solucdo de uma artéria sem PVAT, identificando que a solucéo
transferida causa relaxamento significativo de vasos desprovidos de PVAT. Os mecanismos
pelos quais isso ocorre precisam ser esclarecidos, um mecanismo que justificaria esses achados
é o fato de o tecido adiposo atuar como um 6rgédo enddcrino capaz de secretar fatores bioativos
que regulam uma ampla variedade de funcdes fisioldgicas, a adiponectina é um desses fatores
(FANG; JUDD, 2018). Ela atua sobre os receptores AdipoR1 e AdipoR2, que estdo presentes
na vasculatura em células endoteliais, CMLV’s e adipdcitos perivasculares (GUO et al., 2018).
A adiponectina possui a capacidade de controlar o tonus vascular local, atuando como um
vasodilatador direto, como foi observado em aorta de camundongos (FESUS et. al., 2007).

O entendimento de como o tecido perivascular de vasos do corddo umbilical atua é de
grande relevancia. Em nosso laboratorio, Mello et al. (2018) observou que em condicdes de
SB/OB e GPE ha um comprometimento das caracteristicas estruturais do tecido perivascular.
Estas modificacdes na estrutura vascular podem estar relacionadas a alteracbes na funcéo
vascular. Em gestantes com SB/OB, na presenca do tecido perivascular, as veias umbilicais se
mostraram mais responsivas do que em veias limpas e em veias incubadas com solucdo
perivascular, diferentemente da resposta encontrada em veias de gestantes controle. Em um
estudo utilizando como modelo de obesidade camundongos C57BL / 6J alimentados com dieta
hiperglicémica sem resisténcia a insulina, diabetes ou hipertensao, foi observado na aorta desses
animais um aumento na expressao de iNOS e superproducdo de NO. Esses achados indicam

um papel importante da iINOS na modulagio da resposta anti-contratil na aorta de animais
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obesos. Além disso, isso pode representar um mecanismo compensatorio relacionado a
obesidade na auséncia de outras comorbidades, o que permite melhorar a complacéncia adrtica
em resposta a um fluxo sanguineo possivelmente aumentado para nutrir tecidos em crescimento
(SILVA et al., 2016). Estas observacdes, associadas ao fato de que as veias das gestantes com
SB/OB, avaliadas em nosso estudo, apresentam aumento do relaxamento a insulina, quando
comparados ao grupo controle, tanto na presenga quanto na auséncia do tecido perivascular,
indicam um importante papel deste tecido no desenvolvimento de alteracfes cronicas em
componentes envolvidos no controle do ténus e da resposta vascular, a estimulos
vasodilatadores.

O controle da pressao arterial, em condigdes fisioldgicas, é proporcionado por variagdes
do sistema vascular, tanto no didmetro quanto na area total e area da parede da vasculatura,
mantendo, assim a homeostase do sistema circulatorio (GUYTHON e HALL, 2006). Mello et
al. (2018) demonstrou que o0 excesso de tecido adiposo associado ao sobrepeso/obesidade
promove alteracbes na estrutura de vasos sanguineos do corddo umbilical, conforme
evidenciado pelo aumento do didmetro, area total, area da parede, area do Iimen e espessura da
veia nas porc¢oes fetal, medial e placentaria. Estudos realizados em outros territorios vasculares
demonstraram que o excesso de tecido adiposo estd associado com modificacfes na estrutura
dos vasos sanguineos. Por exemplo, Kappus et al. (2014), ao analisar se 0 excesso de tecido
adiposo esté associado com modifica¢des na estrutura dos vasos sanguineos, encontrou que o
diametro da cardtida aumenta linearmente com o aumento do IMC. A obesidade é acompanhada
de maior rigidez deste vaso, assim como outras alteragdes hemodinamicas e arteriais
consistentes com prejuizo da funcéo arterial e aumento do risco cardiovascular. Realmente, 0
aumento do didmetro do lumen da cardtida estd relacionado a inimeros fatores de risco
cardiovascular (KOPP et al., 1996). H4 uma associacao positiva entre o diametro do lumen
carotideo com o infarto agudo do miocérdio, onde, quanto maior for o limen na diastole, menor
serd a elasticidade intrinseca do vaso e, consequentemente, maior a serd a sua rigidez,
explicando a associagéo positiva (BOTS et al, 2005). Foi demonstrado por Kappus et al. (2014)
gue o aumento do Iimen arterial de outras artérias do organismo associado ao elevado IMC,
pode causar danos severos permanentes, resultando no desenvolvimento de doengas como a
aterosclerose e a hipertensao arterial.

O tamanho braquial maior observado em individuos com excesso de peso ocorre de
modo concomitante com a manutencdo do estresse de cisalhamento, o que sugere que 0
remodelamento da artéria braquial constitui um processo adaptativo no qual a presenca de

deformacéo da parede arterial causada pelo estresse de cisalhamento do fluxo sanguineo na
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camada intima do vaso, resultante da presenca de um sitio estendtico, parece estimular o
aumento da luz do vaso (CHUNG et al., 2009). Hamburg et al. 2010, ao estudar pacientes
severamente obesos, demonstrou que em artérias braquiais houve um remodelamento arterial
expansivo com o aumento da obesidade, havendo um aumento do didmetro da artéria braquial,
muito provavelmente para compensar o efeito do estresse de cisalhamento neste vaso, que
consequentemente podera evoluir para a um quadro de aterosclerose, caso a obesidade ndo seja
revertida. Estes resultados sugerem que as alteracOes arteriais estruturais que ocorrem na
obesidade refletem um processo disfuncional destes vasos, o que corrobora 0s achados do nosso
estudo.

A andlise do relaxamento de veias umbilicais de gestantes GPE mostrou que o SB/OB
no inicio da gestacdo afeta de forma diferenciada a resposta desses vasos na presenca do tecido
perivascular, quando comparado aos efeitos promovidos pelo GPE durante a gestacdo. A
possibilidade de a gestante entrar no periodo gestacional com seu estado nutricional normal, e
durante o periodo de gestacdo adquirir peso acima do considerado normal, pode também
acarretar complicacdes inerentes ao tecido adiposo excessivo, mas no que se refere a resposta
relaxante das veias do corddo umbilical, estas alteracGes foram evidenciadas de modo diferente
daquele evidenciado em gestantes com sobrepeso ou obesidade. Neste aspecto, vale destacar
que o inicio da gestacdo com o quadro de obesidade ja instalada esta associado com alteracBes
no organismo materno provenientes deste estado, como processos inflamatorios cronicos que
se originam de substancias pré-inflamatorias secretadas pelo tecido adiposo, que também tem
acOes na vasculatura do corddao umbilical (VIRTUE; PUIG, 2010; VANHOUTTE et al., 2012).
De fato, trabalhos como os de Vanhoutte (2012), Jamaluddin et al. (2012) e Crew et al. (2016)
mostram que o tecido adiposo secreta mediadores pro-inflamatérios que agem na vasculatura,
levando a complicacBes como aumento da resisténcia vascular periférica, aumento da pressédo
arterial e até mesmo a aterosclerose.

No que se refere ao balanco energético positivo gerado pelo ganho de peso excessivo,
as consequéncias sao mais agudas do que cronicas, de modo gque, com a maior quantidade de
tecido adiposo que vai se estabelecendo, a curto prazo, existe a maior chance de se desenvolver
resisténcia a insulina (LYER et al., 2010). Estas complicacdes ocorrem por conta da nédo
metabolizacdo da glicose circulante pelas celulas presentes nos vasos do corddo umbilical, o
que pode afetar negativamente a funcionalidade da vasculatura do cord@o umbilical, que por
sua vez, sofre alteragdes na producdo de substancias que agem no controle do funcionamento
destes vasos, como Amrithraj (2017) mostra em seu trabalho. De grande relevancia, nosso

grupo de pesquisa j& demonstrou previamente que gestantes que ganham peso em excesso na
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gestacdo ja exibem respostas de adaptacado estrutural nas veias do corddo umbilical, semelhantes
as observadas nas gestantes que iniciaram a gestacdo com o quadro de sobrepeso/obesidade
instalado (MELLO et al., 2018), o que justificaria a presenca de alteracbes também na
resposta relaxante das veias umbilicais.

Com a finalidade de avaliar o relaxamento das veias umbilicais em uma via de resposta
independente do endotélio, utilizamos como vasodilatador o agente farmacoldgico
nitroprussiato de sodio (NPS). O NPS é considerado um doador direto de NO, sendo composto
por Fe 2* complexado com NO e cinco anions cianeto, ¢ degradado espontaneamente em NO,
ativando a via NO/GMPc, a qual desencadeia uma cascata de reagfes que promovem o0
relaxamento do musculo liso vascular (HOTTINGER et al., 2014). Em nosso estudo, a resposta
relaxante de veias umbilicais limpas a esse vasodilatador foi significativamente menor em
gestantes SB/OB e GPE em comparacao com gestantes controle. A obesidade esta intimamente
associada ao desenvolvimento de disfuncdo vascular (STAPLETON, 2008). Em estudo
realizado para avaliar a tolerancia ao NPS em aorta de camundongos Balb/c foi demonstrado
gue houve uma diminuicdo da poténcia vasodilatadora do NPS ocasionada por um aumento da
producdo de anions O% (via NADPH), que desencadeia a ativagdo de COX-2 e resulta na
producgéo exacerbada de derivados vasoconstritores, PGF», e TXA2 (DINIZ, 2012). Na presenca
do tecido perivascular, a diminui¢do da resposta relaxante permaneceu apenas em vasos de
gestantes SB/OB. Em gestantes GPE a diferenca na resposta relaxante foi abolida em
comparacdo com gestantes controle. Estes resultados, em conjunto com as alteracGes
observadas na resposta a insulina, indicam que os efeitos promovidos pelo sobrepeso ou
obesidade pré-gestacional, assim como pelo ganho de peso excessivo na gestacdo, estdo
relacionados a alteracdes no endotélio vascular.

A manutencdo do ténus vascular é regulada por uma variedade de mediadores com
propriedades vasoconstritoras e vasodilatadoras (ALTHOFF; OFFERMANNS, 2015), os quais
atuam sobre CMLVs determinando o didmetro luminal vascular e o fluxo sanguineo
(AMBERG; NAVEDO, 2013). Em gestantes controle, a presenca da solugédo perivascular e do
tecido perivascular atenuou a resposta relaxante ao NPS em comparacgdo com veias umbilicais
limpas. Isso demonstra que por uma via independente do endotélio, o tecido perivascular de
veias umbilicais libera fatores vasoativos que estdo modulando negativamente a
vasomotricidade destes vasos, além de afetarem a liberagdo de mediadores pelo endotélio.

Ao dosarmos as concentragOes de nitratos em veias umbilicais limpas, observamos
concentragdes significativamente maiores em gestantes SB/OB e GPE. Estes resultados

corroboram com o0s experimentos de reatividade vascular, que demonstraram aumento
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significativo na taxa de relaxamento a insulina em gestantes SB/OB e GPE, ou seja, esse
aumento observado na taxa de relaxamento ocorreu devido aos niveis de NO estarem
aumentados nos vasos destas gestantes. Porém ao avaliarmos a expressdo da enzima eNOS
observamos que ela estava menos expressa nesse grupo de gestantes, sugerindo que 0 aumento
de NO é mediado por outra via, como a da iNOS. No entanto, em um estudo que avaliou a
fungdo vascular nos primeiros estagios de obesidade em artérias mesentéricas de camundongos,
quando as alteracGes metabolicas sdo moderadas, verificou aumento na producéo de NO pelo
PVAT, o qual contribuiria para um aumento do relaxamento vascular, de modo semelhante ao
observado com a insulina em nosso estudo. Estes resultados sugerem que mecanismos
compensatérios sdo desenvolvidos para proteger a funcdo vascular nos estagios iniciais da
obesidade (GIL-ORTEGA et al., 2010). Esses mecanismos compensatorios sdo ideais para
manter a baixa resisténcia da circulacdo feto-placentaria, ideal para a troca gasosa e de

nutrientes entre a placenta e o feto.



58

6. CONCLUSAO

Com os resultados apresentados neste estudo é possivel concluir que o tecido perivascular
exerce um efeito modulador sobre a resposta relaxante mediada por diferentes agonistas em
veias do corddo umbilical. Adicionalmente, observamos que gestantes que apresentam
sobrepeso ou obesidade no inicio do periodo gestacional ou que ganharam peso excessivo
durante a gestagcdo apresentam alteracOes significativas no efeito modulador exercido pelo

tecido perivascular de veias do corddo umbilical.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DA OBESIDADE MATERNA SOBRE OS MECANISMOS ENVOLVIDOS
NO CONTROLE DO TONUS DE VEIAS UMBILICAIS

Pesquisador: JOAO PEDRO LOURENCO MELLO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 62155316.0.0000.5083

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Goias - UFG
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.919.405

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo caso-controle, no qual serdo avaliados parametros funcionais e estruturais das veias
umbilicais de gestantes controles, com sobrepeso e obesas. A populagdo serd composta pelas pacientes
gestantes controle, sobre parto, peso do recém-nascido e comprimento do recém-nascido que serdo
coletados por meio de consulta ao banco de dados o hospital Unimed de Jatai — GO. A coleta dos dados e
dos corddes umbilicais se dard apbs a concordancia das pacientes e mediante consentimento livre e
esclarecido das pacientes selecionadas para compor a amostra.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo geral do presente estudo & verificar a relagao entre alteragdes associadas ao sobrepeso e &
obesidade e as disfungdes na estrutura e funcionalidade da veia do corddo umbilical de gestantes.
Objetivo Secundario:

Avaliar parAmetros funcionais e estruturais das veias umbilicais de gestantes; Coletar dados clinicos e
laboratoriais de gestantes controles, com sobrepeso e obesas contidos no banco de dados do hospital
Unimed de Jatai - GO; Obter de fragmentos de veias umbilicais para estudo da
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reatividade, caracterizacdo estrutural e analise estatisticas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

0s pesquisadores garatem que o estudo ndo apresentara risco direto aos participantes, pois os corddes ja
seriam retirados de qualquer maneira no ato do parto e descartados posteriormente. Ainda assim, o
procedimento sera realizado por profissional capacitado, médico obstetra, minimizando qualquer risco as
pacientes. Na etapa seguinte da pesquisa, serdo realizadas as analises morfologicas e de funcionalidade
das veias dos cordbes, ndo havera nenhuma intervengdo com as pacientes, nao acarretando nenhum risco
adicional;

Beneficios:

Os pesquisadores referem que as voluntarias terdo analises mais elaboradas de possiveis alteragdes das
veias umbilicais provenientes do sobrepeso e da obesidade, podendo ainda evidenciar a necessidade de
investigagbes aprofundadas no que se refere aos mecanismos responsaveis pela associagdo entre
obesidade e as diversas complicagbes adversas da gravidez, para que intervengdes seguras e eficazes
possam ser estabelecidas.

Comentérios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de grande relevincia social e académica, pesquisadores apresentaram estruturas fisicas
adequadas para o desenvolvimento do estudo e curriculo adequado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Atenderam todos os termos exigidos pelo CEP: termo de anuéncia do hospital onde sera realizado a coleta
dos dados, TCLE com linguagem clara e adequada para o entendimento da participante, garantindo
anonimato e confidencialidade. Cronograma adequado para inicio da coleta apés parecer do CEP. Termo de
compromisso assinado por todos os pesquisadores participantes.

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacgbes:
Aprovado smj deste comité

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel deverd encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na concluséo do estudo e na incidéncia de publicagbes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugdo CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatério é de até 30 dias
apds o encerramento da pesquisa, prevista para
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dezembro de 2019.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Apresentacio:

Voot esta sendo comadada a parbicipar, como voluntaria, da pesqusa mbtulada: “Influéncia do fecido
parivascular do corddo umbilical kumano sobre o comtrols do témus de veias umbilicais: Efeitos do ganho de peso e da
obesidade pestacional”. Este projeto & de responsabilidade dos pesquizadores: Prof'. Dn®. Nubia de Souwza Lobato
{coordenadora) e Carolina do Prado Servian (ahina de mestrada), vineulades ao Programa de Pos-graduagio em Ciéncias
Aplicadas a Sande da Universidade Federal de Goas - Remonal Jatal. Apos receber o5 esclarecimentos & as informagdes
4 segwr, caso acelte participar do estudo, assme ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas ésuaea
outra é dos pesquisadores responsavels. Em caso de recusa, vocd ndo serd penalizada de forma alguma. Em caso de
dinida, procure o pesquisador responsavel, Prof®. Dr'. Nobia de Souza Lobato, telefone: (64) 98454 TE34.

Justificativa & ohjetivos da pesquiza

Tomou-se evidente nos alimos anos o aumento aceniuado na prevaléncia de obesidade tanto na populagdo
adulta quanto em criancas & adolescentes. Alguns dos efeitos adversos da obesidade sobre a zande & o bem-estar tém
=sido amplamente descritos, uma vezr que esta condigdo & considerada wma das principars causas de morbidade e
mortalidade da populagio mundial por estar associada a diversas complicagbes metabolicas e cardiovasculares. Ma
pratica obstétrica, esta bem estabelecido que o actmmlo de tecido adiposo esta assoclado com uma ampla gama de
desordens, melumdo a2 loperfensio arferial na gestacdo, a dommucdo da tolerdneia a gheose, complicagdes durante o
parto, malor necessidade de cesanana e macrossomua fetal Pesquizas recenfes indicaram ainda que os produtos
secretados pelo tecido adipose podem modular a atividade uterina, além de afetar diretamente os vasos da cueulagio
feto-placentania, podendo trazer mmplicagtes para o crescimento e o desenvolnmento fetal. Entretanto, nenhum estudo
avaliou afé o presente momento, o5 mecamsmos envolvidos nessas alteragdes. Porfanto, o presente estudo propoe avaliar
a influéncia do tecido perrvascular do cordio umbalical sobre o controle do toous de veias wmbiheais, bem como oz
efartos promovidos pelo ganho de peso e pela obesidade gestacional

Procedimentos que serio utilizados e propositos

Sera refirada nma parte do cord3o umbilical proveniente do bebé e da m3e apés o parto. E importante salientar
que a placenta e o cordio umbiheal ndo s3o mans pecessanos para o bebé apos o nascimento. Deste modo, a coleta do
material {cordio umbihcal) nio afetard em nada o paciente que se dispombilizar a parficipar, pois este Ja teria como
destino, o descarte apos o térmuno do parto. Caso a placenta precise ir para alguma analise apos o parto, a retirada de

Apos a coleta do cordao umbilical sera realizada a separagdo dos vasos sanguineos (vela e arfénas) para analise
in vifro da estrufura e fiung3o. Estes procedimentos serdo realizados nos laboratérios de pesquisa da Univernidade Federal

Esta pesquiza possui carater de diagndstico. Mo haverd manipulacis ou qualquer fipo de mtervengSo no
paciente, assin como, nenbum tpo de procediments experimental na mae on no feto.
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05 achados da presente pesquisa serdo mantidos em segredo (serdo uhbizados apenas para esse estudo) e nenbom
paciente sera identificada, porém_ os resultados poderdo ser publicados em revistas mientificas futwramente. Nio havera
penlmma 1dentificacic em nenhuma publicagio que possa resultar deste estude. A participagio da pacienfe ndo
acarretara custos e ndo serd disponivel nenlmma compensacio financeira adicional Se possur alguma dinada quanto
aos procedimentos da coleta, iremos ouvi-la e orienta-la. E se, em alpum momento, a paciente ndo quiser mals participar,
ndo havera nenhum prejuizo ou perda de benaficios.

Desconfortos e riscos esperados
Henhum.

Acezzo, a qualquer momento, 35 informacoes sobre o3 procedimentos, rizcos e beneficios relacionades a pesquisa,
inclusive para esclarecimento de eventuais davidas:

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsavels pela pesquisa para esclarecimento
de evenfuais dinidas. A principal mvestizadora é a Prof. Dra Nubia de Souza Lobato, que pode ser encontrada na
Unrversidade Federal de Goids-Regonal Jatai, telefones: fone (64) 8454-7854, emanl- gubiglobatoignaboo comby. O
aluno de mestrado envolvido no desenvolvimento desta pesquisa & Carolina do Prado Servian, fone (64) 98128-7931,
emall: carolservianiihotmail com.

Apos as exphreagdes, ficaram claros para mim quars sdo o5 proposios do estudo, os procedimentos a serem
realizados & as garantias de confidencialidade. Ficou claro também que minha participagio & 1senta de despesas.
Coneordo voluntaniamente em participar deste estudo e poederel refirar o meu consenfimento a qualquer momento, anfes
ou durante o mesmo, sem penabidades ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adgquirido.

Tatai, de de

Aszsinatura do Pacienfe ou representante legal

Carolina do Prado Serian
Alma de Mestrado

Nubia de Souza Lobato
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