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RESUMO

A obesidade materna tem apresentado incremento nas taxas de prevaléncia nas ultimas
décadas, especialmente devido mudangas de estilo de vida, como sedentarismo e dietas
hipercaléricas. Tem associagdo com desfechos materno-fetais desfavoraveis e pode
impactar no desenvolvimento da prole na vida adulta, predispondo a obesidade, diabetes
e doengas cardiovasculares. A obesidade influencia fortemente do fenotipico de diversos
tecidos corporais, sobretudo devido a produgdo de adipocinas, que fazem localmente e a
distancia, modulando diversos processos fisiopatologicos, como resisténcia a insulina e
inflamacdo. O Sistema Renina-Angiotensina (SRA) compreende uma cascata peptidica,
constituida por diversos componentes expressos em muitos tecidos corporais. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a expressdo de componentes do SRA nos tecidos
placentario e adiposo branco (omento) de mulheres com ou sem obesidade e correlacionar
seus niveis com parametros antropométricos, clinicos e laboratoriais e histologicos. Para
tanto, foi realizado um estudo transversal analitico com mulheres atendidas em uma
maternidade publica na cidade de Vitéria da Conquista, Bahia, Brasil. Foram 39
participantes divididas em dois grupos: a) sem obesidade (n=18) e com obesidade (n=21).
Para as gestantes foram coletadas informacgdes clinicas e laboratoriais do cartdo de pré-
natal e do prontudrio médico. Para os recém-nascidos foram obtidas amostras
antropométricas. Ademais, foram coletadas amostras de tecido placentdrio e omento
maior obtidas no momento do parto. Para essas amostras, houve um tnico médico obstetra
coletor. A expressao de marcadores do SRA, Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)
e ECA2 foi mensurada por qRT-CPR. Ainda, as amostras teciduais foram submetidas a
andlise histologica e realizada a contagem de células inflamatorias. Os resultados
mostraram maior expressdo de ECA e menor expressdao de ECA2 na placenta e no tecido
adiposo no grupo de mulheres com obesidade. Na analise de correlag@o entre os niveis de
ECA e ECA2 entre os tecidos, ndo evidenciou diferenga estatisticamente significativa.
Por seguinte, as andlises de correlagdo entre as varidveis clinicas, laboratoriais e
antropométricas materno-fetais e os niveis de expressdo de ECA e ECA2 no tecido
adiposo ndo mostraram associacdo estatisticamente significativa. Ja para a placenta,
foram observadas correlagao negativa entre os niveis de expressdo de ECA2 e IMC pr¢-
gestacional (r=-0.351; p=0.029) e colesterol total (r=-0.364; p=0.024). Por fim, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa no percentual de células inflamatorias
na placenta e tecido adiposo; ademais, também ndo se observou correlagio entre os niveis
de expressdo de ECA e ECA2 com o percentual de células inflamatérias na placenta e
tecido adiposo. Conclui-se que a obesidade materna pode modular a expressdo de
componentes do SRA, interferindo em pardmetros, como IMC pré-gestacional e niveis de
colesterol total. Ademais, niveis de ECA e ECA2 ndo estiveram associados a contagem
tecidual de células inflamatorias.

Palavras-chave: Obesidade. Obesidade materna. Sistema Renina-Angiotensina.
Inflamacao.



ABSTRACT

Maternal obesity has shown an increase in prevalence rates in recent decades, especially
due to lifestyle changes, such as a sedentary lifestyle and hypercaloric diets. It is
associated with unfavorable maternal-fetal outcomes and may impact the development of
offspring in adult life, predisposing them to obesity, diabetes, and cardiovascular
diseases. Obesity strongly influences the phenotype of various body tissues, mainly due
to the production of adipokines, which are produced locally and remotely, modulating
various pathophysiological processes, such as insulin resistance and inflammation. The
Renin-Angiotensin System (RAS) comprises a peptide cascade, made up of several
components expressed in many body tissues. The present study aimed to evaluate the
expression of RAS components in the placental and white adipose (omentum) tissues of
women with or without obesity and to correlate their levels with anthropometric, clinical,
laboratory, and histological parameters. For that, an analytical cross-sectional study was
carried out with women who a public maternity hospital in the city of Vitéria da
Conquista, Bahia, Brazil. There were 39 participants divided into two groups: a) without
obesity (n=18) and with obesity (n=21). For pregnant women, clinical and laboratory
information was collected from the prenatal card and the medical record. For newborns,
anthropometric samples were obtained. In addition, samples of placental tissue and
greater omentum obtained at the time of delivery were collected. For these samples, there
was only one collecting obstetrician. The expression of RAS markers, Angiotensin
Converting Enzyme (ACE), and ACE2 was measured by qRT-CPR. Also, the tissue
samples were submitted for histological analysis and the inflammatory cell count was
performed. The results showed higher ACE expression and lower ACE2 expression in
the placenta and adipose tissue in the group of obese women. In the correlation analysis
between the levels of ACE and ACE2 between the tissues, no statistically significant
difference was found. As a result, correlation analyses of maternal-fetal clinical,
laboratory, and anthropometric variables and levels of ACE and ACE2 expression in
adipose tissue did not show a statistically significant association. As for the placenta, a
negative correlation was observed between ACE2 expression levels and pre-pregnancy
BMI (r=-0.351; p=0.029) and total cholesterol (r=-0.364; p=0.024). Finally, no
statistically significant difference was observed in the percentage of inflammatory cells
in the placenta and adipose tissue; moreover, no correlation was observed between the
expression levels of ACE and ACE2 with the percentage of inflammatory cells in the
placenta and adipose tissue. It is concluded that maternal obesity can modulate the
expression of RAS components, interfering with parameters such as pre-gestational BMI
and total cholesterol levels. Furthermore, ACE and ACE2 levels were not associated with
tissue inflammatory cell counts.

Keywords: Obesity. Maternal obesity. Renin-Angiotensin System. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma das mais prevalentes doengas cronicas ndo-transmissiveis no século
XXI. Estima-se que em 2016, 1,9 bilhdao dos adultos apresentaram sobrepeso ou obesidade (1),
sendo que até 2030 cerca de 38% da populagdo adulta mundial estard acima do peso e outros
20% serdo obesos (2). No Brasil, a prevaléncia de obesidade aumentou de 11,8% em 2006 para
20,3% em 2019, representando um aumento de 3,8% ao ano (3).

O aumento da prevaléncia da obesidade impacta significativamente nos servigos de
saude, favorecendo o aumento de outras condi¢des cronicas, incrementando gastos com
servicos de saude e afetando a cadeia de produtividade, devido aos anos de vida perdidos e
gastos com seguridade social (4-7). Ademais, estima-se uma taxa global de morte relacionada
ao IMC elevado proxima a 54 por 100.000 habitantes em 2015 (6).

Diversos fatores estdo envolvidos na etiologia da obesidade, como ambientais
(especialmente dietas ricas hipercaldricas e sedentarismo), genéticos, epigenéticos e culturais
(8). A obesidade ¢ caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal, resultado de um
desbalanco energético, sendo geralmente determinada quando o individuo apresenta Indice de
Massa Corporal (IMC) maior ou igual a 30 Kg/m? (9). E responsavel por desencadear outras
doencas metabolicas, entre elas, diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial primaria e
dislipidemias.

A fisiopatologia da obesidade ¢ complexa e envolve diversos 6rgaos e tecidos, sendo o
adiposo branco (TAB), o mais marcadamente afetado. O TAB ¢ responsavel pelo
armazenamento de triacilglicerois (reserva energética), isolamento térmico, protecdo contra
choque mecanicos e, especialmente, pela producao, liberacdo e acdo (local e sistémica) de
adipocinas que exercem diversos efeitos moleculares (8, 28-30). Mais de 600 adipocinas sdao
secretadas pelo TAB, influenciando a homeostase lipidica e glicémica, modulando o apetite, a
microbiota intestinal, a resposta imunoldgica e estabelecendo forte interagdo com outros 6rgaos
e tecidos corporais (10-12). Por exemplo, no contexto da obesidade, a disfuncdo do TAB
predispde outras comorbidades, como o diabetes, o aumento da resisténcia a insulina, a doenga
hepatica gordurosa nao-alcoodlica, dislipidemias e doencas cérebro-cardiovasculares, como

acidente vascular encefalico e infarto agudo do miocardio (13-15).



As adipocinas estdo envolvidas em vdrias cascatas de sinalizagdo metabdlica e
fisioldgica e regulam a sinalizagdo de insulina, captagdo de glicose, oxida¢ao de acidos graxos
e outros processos metabolicos (8). As citocinas regulam a inflamagdo e a resolu¢dao da
inflamacdo juntamente com a angiogénese adaptativa e reparativa. O ganho de peso e a
obesidade causam uma mudanga fenotipica de TAB, que ¢é caracterizada pelo aparecimento de
adipdcitos disfuncionais inflamados, juntamente com a infiltragdo de células imunes na fragao
vascular estromal (9, 10). Os adipocitos inflamados secretam, local e sistemicamente, citocinas
pro-inflamatoérias, que por sua vez interrompem a fun¢do normal do préprio tecido adiposo,
bem como dos 6rgaos remotos (11). Desse ponto de vista, o tecido adiposo pode ser considerado
um 6rgdo imune e secretor, ¢ a obesidade uma doenga imune inflamatoria.

Os adipocitos hipertroficos e as células imunoldgicas residentes nos tecidos
experimentam alteracdes fenotipicas que interrompem a secrecdo de citocinas anti-
inflamatorias e protetoras para iniciar a secre¢do de adipocinas e citocinas inflamatdrias que
atuam tanto local quanto sistemicamente para induzir resisténcia periférica a insulina. A reagao
inflamatoria ¢ sustentada por quimioatraentes derivados de adipocitos, como o receptor de
quimiocina C-C tipo 2 (CCR2), proteina quimioatraente de mondcitos (MCP) e semaforina 3A

(SEMA3A) (16) (Figura 1).
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A prevaléncia da obesidade aumentou substancialmente entre as mulheres em idade
reprodutiva nas ultimas duas décadas (17). Estimativas sugerem que em 2025 mais de 21% das
mulheres do mundo em idade reprodutiva serdo obesas (1). Além disso, em outro estudo foi
mostrado que cerca de 40 milhdes de gestantes estavam com sobrepeso ou obesidade no mundo
em 2014, com significativo crescimento em paises em desenvolvimento (18). A obesidade
materna esta associada ao maior risco de desenvolvimento de complicacdes maternas na
gravidez (como doenca hipertensiva especifica da gravidez, diabetes gestacional e parto
cesariana), de resultados perinatais adversos (prematuridade, morte fetal/neonatal,
macrossomia) ¢ de alteracdes metabolicas e corporais na prole na fase infantil e adulta,
incluindo a propria obesidade (19-24) (Figura 2). Além das implica¢des imediatas relacionadas
ao desenvolvimento de complicagdes na gravidez, evidéncias crescentes mostram que a
obesidade materna ¢ um dos principais determinantes da saide da prole durante a infancia e

vida adulta, influenciando caracteristicas metabdlicas e cognitivas (24-28).
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Figura 2. Gravidez, parto, pos-parto e desfechos maternos de longo prazo associados & obesidade. Retirada de
Creanga et al. (29)

O metabolismo materno se adapta a gravidez normal para permitir a alocagdo de
nutrientes para o crescimento placentario e fetal. Esta adaptacdo metabolica cuidadosamente
regulada € perturbada quando a mae ¢ obesa, resultando em um 'ambiente metabdlico' menos
ideal que provavelmente estd ligado a mudangas na funcdo placentaria, crescimento e

desenvolvimento fetal. O fenotipo metabolico caracteristico de mulheres que iniciam a gravidez



com obesidade esta relacionado a homeostase glicémica e lipidica, hormonios metabodlicos e
mediadores inflamatérios (30). Ademais, a obesidade materna esta associada a alteragdes

caracteristicas na liberagdo de adipocinas, que tém efeitos sistémicos no metabolismo e na
homeostase energética (31).

Muitos metabolitos maternos, hormdnios, fatores de crescimento e citocinas que sio
alterados na obesidade materna t€m efeitos bem estabelecidos na fun¢do placentéria e podem
mediar os efeitos da obesidade materna, entre eles, os componentes do Sistema Renina-
Angiotensina (SRA). O SRA ¢ um dos sistemas reguladores hormonais mais complexos,
envolvendo varios 6rgdos que interagem para regular multiplas fun¢des do corpo, como o
balanco hidroeletrolitico, a pressdo arterial e a homeostase glicémica e lipidica (32).

Constitui-se de uma cascata peptidica, iniciada pelo angiotensinogénio (AGT), Gnico
peptideo do RAS, que ¢ clivado pela renina (protease sintetizada no rim), em angiotensina |
(Ang I), que por sua vez ¢ processada pela enzima conversora de angiotensina (ECA) para
produzir o octapeptideo ativo, angiotensina II (Ang II). As a¢des da Ang II sdo mediadas
principalmente pela ligacdo de seus dois receptores, tipo 1 (ATIR) e tipo 2 (AT2R), que
pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. As importantes agdes
cardiovasculares da Ang II, incluindo a regulagdo da pressdo arterial com vasoconstrigdo,
liberagdo de aldosterona e equilibrio hidroeletrolitico. Nos tltimos anos, sabe-se de importantes
acoes da Ang II/ATIR no metabolismo, inflamacdo e proliferagdo celular. Por outro lado,
evidéncias crescentes apoiam o conceito de um braco contrarregulador com efeitos opostos a
ECA/Angll/ATIR. A enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e a neprilisina (NEP) fazem
parte desse sistema de contrarregulacdo. ACE2 e NEP podem clivar Ang II para produzir
angiotensina-(1-7) (Ang-1-7), e ACE2 cliva Ang I para gerar angiotensina-(1-9) (Ang-1-9),
que também ¢é convertida para Ang-(1-7). Ang-(1-7) liga-se ao receptor MasR, induzindo
efeitos vasodilatadores, anti-hipertensivos, antiinflamatorios e anti-proliferativos (32-34)

(Figura 3).
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Figura 3. Visdo esquematica do Sistema Renina-Angiotensina. Retirado de Monteonoftio et al. (35).

A obesidade ¢ uma importante condicdo de modulacdo sist€émica e tecidual do SRA.
Diversos estudos com humanos e roedores apontam que componentes do SRA sdo modulados
na obesidade (36-38). Observa-se um aumento da atividade do eixo ECA/Angll/ATIR na
obesidade, modulando vias pro-inflamatorias, pro-tromboticas e proliferativas. Por exemplo, a
Ang Il inicia a ativagdo regula a resposta inflamatoria, através do aumento do estresse oxidativo
e producao de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento mediados pela ativacao do fator
de transcricio NF-kB (39-41). Dessa forma, a Ang II inicia uma cadeia de processos
inflamatorios que induzem varias comorbidades observadas na obesidade, através de diferentes
mecanismos moleculares. Em contrapartida, varios estudos mostraram que o eixo ACE2/Ang-
(1-7)/MasR reduz a liberagdo de citocinas e inibe as vias de sinalizacdo da fibrose tecidual em
modelos experimentais de doencas humanas, incluindo aterosclerose, isquemia cerebral,
obesidade, doenca renal cronica (42-44).

Diante desse contexto, o presente estudo levanta as seguintes questdes norteadoras: a)

ha diferenca nos niveis de expressao de ECA e ECA2 na placenta e tecido adiposo de gestantes



com e sem obesidade? b) esses niveis de expressdo estdo correlacionados com varidveis
antropométricas, clinicas e laboratoriais? c) ainda, ha correlacdo com a contagem tecidual de

células inflamatorias?



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

e Avaliar os niveis de expressdo de ECA e ECA2 na placenta e tecido adiposo de gestantes

com e sem obesidade.

2.2 Objetivos especificos:

e Comparar parametros clinicos, laboratoriais e antropométricos em gestantes com e sem
obesidade.

e Correlacionar os niveis de expressdo de ECA e ECA2 na placenta e tecido adiposo.

e Correlacionar os niveis de expressio de ECA e ECA2 com variaveis clinicas,
laboratoriais (das gestantes) e antropométricas (das gestantes e recém-nascidos).

e Mensurar o percentual de células inflamatorias na placenta e tecido adiposo.

e Correlacionar os niveis de expressao de ECA e ECA2 com o percentual de células

inflamatorias.



3 PRODUTOS TECNICO-CIENTIFICOS

Produto 1: Niveis de expressdo de ECA e ECA2 na placenta e no tecido adiposo branco e sua
correlacdo com parametros clinicos, laboratoriais, antropométricos e histoldgicos de gestantes
com ¢ sem obesidade, submetido ao periddico Archives of Endocrinology and Metabolism

(Qualis Capes na subdrea interdisciplinar: B1)



3.1 Artigo 1

Niveis de expressao de ECA e ECA2 na placenta e no tecido adiposo branco e sua
correlacdo com parametros clinicos, laboratoriais, antropométricos e histologicos

de gestantes com e sem obesidade

Orcione Ferreira Guimardes Junior', Gabriel Ledo Pereira de Oliveira?, Jodo Marcus
9

Oliveira Andrade'-"

! Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias da Saude (PPGCS). Universidade Estadual
de Montes Claros (Unimontes), Minas Gerais, Brasil.

2 Faculdade Santo Agostinho (FASA), Vitoria da Conquista, Bahia, Brasil

3 Departamento de Fisiopatologia. Universidade Estadual de Montes Claros

(Unimontes), Minas Gerais, Brasil.

* Autor para correspondéncia:

Jodo Marcus Oliveira Andrade

Endereco: Avenida Cula Mangabeira, 562, Santo Expedito. CEP: 39401-696
Montes Claros, Minas Gerais, Brazil

E-mail: joao.andrade@unimontes.br

Telefone: +55 38 9.9862-8909



RESUMO

A obesidade materna compreende um importante fator associado a desfechos materno-
fetais desfavoraveis. Sabe-se que a modulagdo do Sistema Renina-Angiotensina (SRA)
na obesidade ¢ um dos fatores de relacionados a complicag¢des associadas, devido sua
interferéncia na produgdo de adipocinas e mediadores inflamatérios. Poucos estudos
exploram a relagdo entre obesidade materna, SRA e inflamagdo. Assim, o presente estudo
avaliou a expressao de ECA e ECA2 na placenta e adiposo branco de mulheres com ou
sem obesidade e correlacionou seus niveis com parametros antropométricos, clinicos,
laboratoriais e com contagem tecidual de células inflamatorias. Consistiu em um estudo
transversal realizado com 39 mulheres divididas em dois grupos: a) magras (=18) e obesas
(n=21). As variaveis antropométricas, clinicas e laboratoriais foram coletados por meio
de entrevistas com as participantes, do cartdo de pré-natal e do prontudrio médico.
Amostras de placenta e tecido adiposo foram coletadas no momento da cesariana e
utilizadas para mensurac¢ao da expressao de mRNA para ECA e ECA2 por meio de qRT-
PCR, e para contagem das células inflamatorias através de microscopia convencional.
Foram utilizados test-t Student e coeficiente de correlacdo de Spearman para as andlises
estatisticas. Foi observado aumento da expressao de ECA e diminuicdo de ECA2 na
placenta e tecido adiposo de mulheres com obesidade. Os niveis de ECA2 apresentaram
correlacdo negativa com IMC pré-gestacional e colesterol total. Nao foram observadas
diferengas na contagem de células inflamatdrias, tampouco correlagdo com os niveis de
ECA e ECA2. Conclui-se que a obesidade materna pode modular a expressdo de
componentes do SRA, mas sem afetar a contagem de células inflamatorias na placenta e
no tecido adiposo.

Palavras-chave: obesidade materna; sistema renina-angiotensina; inflamacgao.



INTRODUCAO

A obesidade ¢ caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal, resultado de
um desbalango energético, sendo geralmente determinada quando o individuo apresenta Indice
de Massa Corporal (IMC) > 30 Kg/m? (1). E responsavel por desencadear outras doengas, como
diabetes, acidade vascular encefélico, infarto agudo do miocardio e doenga hepdtica gordurosa
ndo-alcodlica. Estima-se que em 2030 cerca de 38% da populacdo adulta mundial estard acima
do peso e outros 20% serdo obesos (2).

A obesidade ¢ uma doenca multifatorial, envolvendo fatores ambientais (como dietas
hipercaléricas e sedentarismo), genéticos, epigenéticos e culturais (3).

A prevaléncia da obesidade aumentou substancialmente entre as mulheres em idade
reprodutiva nas ultimas duas décadas (4). Estimativas sugerem que em 2025 mais de 21% das
mulheres do mundo em idade reprodutiva serdo obesas (5). A obesidade materna estd associada
ao maior risco de desenvolvimento de complicagdes maternas na gravidez (como doenca
hipertensiva especifica da gravidez, diabetes gestacional e parto cesariana), de resultados
perinatais adversos (prematuridade, morte fetal/neonatal, macrossomia) e de alteragdes
metabolicas e corporais na prole na fase infantil e adulta, incluindo a propria obesidade (6-11).

Sabe-se que a obesidade pode proporcionar importantes alteragdes em vias celulares,
incluindo o Sistema Renina-Angiotensina (SRA). O SRA ¢ um dos sistemas reguladores
hormonais mais complexos, envolvendo varios 6rgdos que interagem para regular multiplas
fungdes do corpo, como o balango hidroeletrolitica, a pressdo arterial e a homeostase glicémica
e lipidica (12).

Constitui-se de uma cascata peptidica, iniciada pelo angiotensinogénio (AGT), Gnico
peptideo do RAS, que ¢ clivado pela renina (protease sintetizada no rim), em angiotensina |
(Ang I), que por sua vez ¢ processada pela enzima conversora de angiotensina (ECA) para
produzir o octapeptideo ativo, angiotensina II (Ang II). As a¢des da Ang II sdo mediadas
principalmente pela ligacdo de seus dois receptores, tipo 1 (ATIR) e tipo 2 (AT2R), que
pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. As importantes agdes
cardiovasculares da Ang II, incluindo a regulagdo da pressdo arterial com vasoconstrigdo,
liberagdo de aldosterona e equilibrio hidroeletrolitico. Nos tltimos anos, sabe-se de importantes
acoes da Ang II/ATIR no metabolismo, inflamacdo e proliferagdo celular. Por outro lado,
evidéncias crescentes apoiam o conceito de um braco contrarregulador com efeitos opostos a

ECA/Angll/ATIR. A enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e a neprilisina (NEP) fazem
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parte desse sistema de contrarregulacdo. ACE2 e NEP podem clivar Ang II para produzir
angiotensina-(1-7) (Ang-1-7), e ACE2 cliva Ang I para gerar angiotensina-(1-9) (Ang-1-9),
que também ¢ convertida para Ang-(1-7). Ang-(1-7) liga-se ao receptor MasR, induzindo
efeitos vasodilatadores, anti-hipertensivos, antiinflamatorios e anti-proliferativos (12-14).

Além da presenga do RAS no sangue circulante, as acdes do RAS podem ocorrer por
meio da geracdo e atividade dos componentes do RAS em diversos tecidos, como a placenta e
o tecido adiposo branco (TAB) e regulando diversos processos associados a homeostase
glicémica e lipidica, inflamagao, adipogénese e angiogénese (15, 16).

Diante do exposto, ¢ fundamental a compreensdo mais detalhada do potencial efeito do
SRA no contexto da obesidade materna. Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
expressdo de ECA e ECA2 nos tecidos placentério e adiposo branco de mulheres com ou sem
obesidade e correlacionar seus niveis com parametros antropométricos, clinicos e laboratoriais

materno/fetais.

MATERIAIS E METODO

Tipo de estudo e sujeitos da pesquisa

Trata-se de um estudo transversal analitico realizado com 39 gestantes divididas em dois
grupos: a) sem obesidade (n=18) e com obesidade (n=21), atendidas em um hospital piblico na
cidade de Vitoria da Conquista, Bahia, Brasil.

As participantes foram selecionados a partir de amostragem de conveniéncia, nao
intencional, de acordo com a demanda de atendimentos/internacdes do hospital, entre os meses
de janeiro a marco de 2022.

Foram adotados como critérios de inclusdo: gestantes com idade entre 18 anos e 35 anos,
admitidas em regime de internacdo hospitalar para realizagdo de cesariana eletiva, de gestacao
a termo (com idade gestacional entre 37 e 39 semanas); ser gestagdo de feto unico, sem
alteracdes morfoldgicas identificdveis por ultrassonografia obstétrica; ter iniciado o pré-natal
até a 8" semana de gestacdo; ndo praticar exercicio fisico (nos Ultimos seis meses anteriores a
gravidez e durante a gestacdo); ndo consumir bebidas alcodlicas e tabaco (nos Ultimos seis
meses anteriores a gravidez e durante a gestacdo); ndo usar medicamentos, exceto o0s
suplementos vitaminicos indicados na gesta¢do (4cido folico e ferro elementar); nido ser
portadora ou ter antecedentes pessoais de doenga cronica e/ou infecciosa pré-gestacionais e/ou

gestacionais, exceto a obesidade; possuir cartdo de pré-natal descrevendo informagdes acerca
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do peso pré-gestacional (aferido na 1% consulta de pré-natal), estatura e ganho de peso
gestacional total calculado; ter Indice de Massa Corporal entre 18,5 e 24,9 Kg/m? para
participantes sem obesidade e > 30,0 Kg/m? para participantes com obesidade; aceitar participar

da pesquisa, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Procedimento de coleta de dados

A coleta de dados envolveu equipe formada por dois pesquisadores com formagdo em
Medicina, vinculados formalmente ao servigo onde o estudo foi realizado. As informagdes
antropométricas, clinicas e laboratoriais foram coletados por meio de entrevistas com as
participantes, do cartdo de pré-natal e do prontuario médico.

A coleta do tecido placentério e adiposo (omento maior) foi conduzida por um Unico
médico obstetra no momento do parto. Para cada tecido foram obtidas duas amostras, com peso
de cerca de 1 a 2 gramas. Logo ap0s a retirada, uma das amostras foi lavada com solugdo de
cloreto de s6dio 0,9% e imediatamente acondicionada em solucao de preservagao da integridade
do RNA (RNA/ater® Stabilization Solution, ThermoFisher Scientific®, Estados Unidos) e em
seguida armazenada sob temperatura -20°C para analises de expressdo de mRNA. A segunda
amostra foi armazenada em solu¢do de formaldeido a 10% tamponado, mantida em temperatura

ambiente e destinada para realizagdo de analises e histologicas.

Extracao de RNA, transcricao reversa e qRT-PCR

O RNA total foi obtido a partir de 200 mg de tecido placentdrio e 300 mg de tecido
adiposo, segundo o protocolo descrito pelo TRIzol™ Reagent (ThermoFisher Scientif®,
Estados Unidos). As concentracdo de RNA foram determinadas em espectrofotometro (Nano
Drop® ND-1.000, Estados Unidos) a 260 e 280 nm; e as amostras armazenadas a -80°C até o
momento das andlises seguintes. Para sintese do cDNA, inicialmente as amostras de RNA
foram tratadas do DNAse (Promega®, Estados Unidos), e em seguida realizada a
retrotranscri¢do, utilizando o kit SuperScript™ TII Reverse Transcriptase (ThermoFisher
Scientif®, Estados Unidos) seguindo as instru¢des do fabricante. Foram utilizados 2.000 ng de
RNA para a sintese de cDNA, que foi armazenado a -20°C para andlises posteriores. Em
seguida, procedeu-se com a mensuragdo do nivel de expressao de mRNA de ECA e ECA2,
tendo o GAPDH como gene de padrao normalizador. Para as reagdes de qRT-PCR, foram
usados SYBR® Green Real-Time PCR SuperMix (ThermoFisher Scientif®, Estados Unidos),
sendo realizadas na plataforma Applied Biosystems® QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR
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System (ThermoFisher Scientif®, Estados Unidos). A relagdo da expressdo génica entre a

amostra (gene alvo) e gene normalizador foi calculado utilizando a formula 2722€T (17).

Analise histologica

As amostras de placenta e tecido adiposo branco foram fixadas em solucdo de
formaldeido a 10%. Em seguida, foram desidratadas em solugao de 4lcool etilico, banhadas em
xilol e incluidas em blocos de parafina. Cortes teciduais de 5 pm de espessura foram obtidos
utilizando microtomo e corados com hematoxilina & eosina (H&E). A visualizagdo dos cortes
e a captacdo foram feitas em microscopio da marca €200 eclipse (Nikon, Japao), em objetiva
de 40x de aumento. A contagem de células inflamatorias foi realizada por um médico

patologista, por meio de varredura de 10 campos por lamina.

Variaveis sociodemograficas, clinicas, laboratoriais e antropométricas

As variaveis maternas foram: idade (em anos), escolaridade (em anos), numero de
consultas de pré-natal (até a data da internag@o hospitalar para o parto), pressao arterial sistolica
e diastolica gestacional (mmHg; mensuradas na 1* consulta de pré-natal), duragdo da gravidez
(em semanas; calculada até a data do parto e estimada pela ultrassonografia de 1° trimestre),
niveis de colesterol total (mg/dL), colesterol de alta densidade (HDL) (mg/dL), triglicerideos
(mg/dL) e glicose de jejum (mg/dL). O peso corporal pré-gestacional e altura foram obtidos
pelo cartdo de pré-natal (mensuradas na 1* consulta de pré-natal); o peso corporal antes do parto
foi obtido no dia do parto, em jejum e com a bexiga vazia. Com base nos dados antropométricos
obtidos, o Indice de Massa Corporal (IMC) pré-gestacional, usando a formula peso corporal
(Kg) / altura corporal (m?). O ganho de peso durante a gestagdo foram calculados a partir da
diferenga entre o peso do dia do parto e aquele obtido na 1? consulta de pré-natal.

As variaveis fetais avaliadas foram: peso, comprimento,foram obtidos de prontuarios
clinicos. O peso ao nascer dos recém-nascidos foi na primeira hora de vida, mensurado usando
balanca pediatrica digital. O comprimento de nascimento também foi avaliada na primeira hora
de vida, usando régua de madeira graduada em cm. O Indice Ponderal (IP) foi calculado com
base no peso e comprimento ao nascer, pela formula: IP (g/cm?®) = (peso ao nascer (g) X

100)/comprimento ao nascer (cm)?.

Analises estatisticas de dados
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Os dados foram analisados usando o programa estatistico SPSS® IBM versdao 24.0.
Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os
valores da expressdao génica das adipocinas foram expressos em média + desvio padrdo. Foi
utilizado o teste t-student para comparar as médias entre os dois grupos de estudo. O coeficiente
de correlagdo de Spearman foi utilizado para realizar a anélise de correlacdo linear entre dois
grupos com varidveis continuas. Adotou-se significancia estatistica com p<0,05 e dos dados
foram apresentados em tabelas e graficos. Os graficos foram construidas por meio do programa

estatistico GraphPad Prism® 7.0.

Aspectos éticos

Todos os participantes foram orientados sobre a pesquisa e apresentaram sua anuéncia,
através da assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto de pesquisa
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unimontes, por meio do parecer

consubstanciado n® 3.553.143.

RESULTADOS

Os parametros clinicos, antropométricos e laboratoriais materno-fetais foram trazidos
na Tabela 1. Observou diferenca estatisticamente significativa entre as médias para IMC pré-
gestacional.

Foi observado maiores niveis de expressdo de ECA na placenta e no tecido adiposo no
grupo com obesidade (Figura 1A-B). Por outro lado, a expressdo de ECA2 foi menor no grupo
Obeso em ambos os tecidos (Figura 1C-D). Nao existiu correlagdo estatisticamente significativa
para os niveis de expressao de ECA e ECA2 na placenta e no tecido adiposo (Figura 2A-B).

As analises de correlacdo entre as variaveis clinicas, laboratoriais e antropométricas
materno-fetais e os niveis de expressdo de ECA e ECA2 no tecido adiposo ndo mostraram
associacdo estatisticamente significativa (Tabela 2). J& para a placenta, foram observadas
correlacdo negativa entre os niveis de expressdo de ECA2 e IMC pré-gestacional (r=-0.351;
p=0.029) e colesterol total (r=-0.364; p=0.024) (Tabela 3).

Posteriormente, foi avaliado o percentual de células inflamatorias na placenta e tecido
adiposo, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente significativas (Figura 3A-B).

A Tabela 4 mostra a correlagdo entre os niveis de expressdo de ECA e ECA2 com o
percentual de células inflamatorias na placenta e tecido adiposo. Nao foram observadas

correlagdes estatisticamente significativas.
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DISCUSSAO

No presente estudo observou alteragdo nos niveis de expressdo tecidual (placenta e
tecido adiposo) de ECA e ECA2 em mulheres com obesidade. Ademais, foi observado
correlacdo negativa entre os niveis expressdo de ECA2 na placenta com IMC pré-gestacional e
colesterol total. Nao foram observados alteragdes na contagem de células inflamatorias na
placenta e tecido adiposo tampouco correlacdo com os niveis de expressdao de ECA e ECA2.

A modulacdo do SRA ¢ comum na obesidade, e incluem mecanismos, como estimulacao
simpatica, sintese de adipocinas no tecido adiposo, regulacdo de vias inflamatorias e controle
da homeostase glicémico e lipidica (18-21). Sabe-se ainda, da existéncia de SRA tecidual,
exercendo efeitos locais diversos em diferentes o6rgaos e tecidos, como rim, coragdo, cérebro,
tecido adiposo e placenta (22).

ECA e seu homologo, a ECA2 sdo duas enzimas-chave envolvidas na sintese de
componentes bioativos do SRA. Os principais peptideos ativos do SRA incluem Ang II, Ang
III, Ang IV e Ang-(1-7), entre os quais Ang II ¢ Ang-(1-7) sdo muito mais importantes. O eixo
formado pela ECA2 representa uma via enddgena contrarreguladora dentro do SRA, e suas
acdes sdo opostas as do eixo ECA (13, 18). Convencionalmente, o SRA tem sido considerado
importante no sistema cardiovascular, metabolismo, crescimento celular e homeostase.

Em nosso estudo, foi observado maiores niveis de ECA e menores de ECA2 no grupo
de mulheres com obesidade. Diversos estudos mostram os efeitos da obesidade sobre a
expressdo de componentes do SRA. Estudo de Santos et al. evidenciou que o tratamento oral
com Ang-(1-7) foi capaz de reduzir o peso e a adiposidade corporal, melhorar a homeostase
glicémica e reduzir a expressao de marcadores inflamatdrios no figado de ratos com obesidade
induzida por dieta (23). Em outro estudo, a Ang-(1-7) promoveu melhora metabdlica,
aumentando a expressao de GLUT4 e da via AMPK/FOXO1/PPAR no tecido adiposo branco
(24). Além disso, os compostos que inibem a atividade do RAS também atuam na obesidade,
levando a redugdo do peso corporal. Por exemplo, a inibi¢do da ECA ou bloqueio de ATIR
diminuem o peso corporal em roedores (25-29). Por fim, Cerri et al. mostraram, em modelo
murinho, que a obesidade materna foi capaz de modular componentes do SRA no utero e
placenta, levando a maior adiposidade fetal (30).

A correlag@o negativa entre a expressao placentaria de ECA2 com os niveis de colesterol
total observada em nosso estudo, ¢ sustentada por outros estudos que mostram que a modulagao

do SRA pode influenciar a homeostase lipidica. Estudo de Yang et al., por exemplo, mostra a
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Ang II induz acamulo de colesterol, levando a lesdo em podécitos (31). Estudos experimentais
demonstraram que a hiperlipidemia aumenta a atividade do SRA e todos os componentes da
ativacdo aumentada do SRA foram identificados em lesoes aterosclerdticas (32). Estes incluem,
em particular, expressdo aumentada de ACE e AT 1R. Estudos em tecidos ateroscleroticos
humanos confirmaram a regulagdo positiva da ECA e ATIR, particularmente nas regides
propensas a ruptura da placa aterosclerdtica (33, 34). Em contrapartida, Feltenberg et al.
mostraram que a Ang-(1-7) capaz de diminuir os niveis plasmaticos de colesterol total e
triglicerideos e modular a expressdao de ACC, PPARy e SREBPIc no figado de camundongos
com obesidade (35). No contexto da obesidade materna, estudo de revisao sistematica mostrou
que gestantes com obesidade sdo mais propensas a intercorréncias dislipidémicas, o que, sugere
a ocorréncia de parto prematura e uma elevada transferéncia de lipidios para o feto; assim fetos
prematuras de maes dislipidémicas apresentam maior risco de desenvolver gordura epicardica
tanto na fase precoce (primeiro ano de vida) quanto na tardia (vida adulta) na prole (36).

A despeito do observado em nosso estudo, a ativagdo de componentes do SRA pode
influenciar vias de inflamacdo. Ademais, a propria obesidade altera do padrio fenotipico do
tecido adiposo branco devido o desbalango energético, culminado no aumento da produgdo de
liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNFa, IFNy, IL-1B e IL-6, ¢ aumento da
inflamacdo (37). A inflamacdo ¢ parte fundamental no processo fisiopatoldgicos de diversas
condicdes associadas a obesidade, como resisténcia a insulina, esteatohepatite e lesdo endotelial
(38).

Diversos estudos tém mostrado que o SRA desempenha um papel relevante na
patogénese de doengas inflamatorias (39, 40). Nesse contexto, a maioria das agdes pro-
inflamatorias do SRA parece ser decorrente dos efeitos do eixo ECA/Ang II/ATIR. De fato, a
Ang II ativa vdrias fun¢des celulares e vias de sinalizagdo molecular relacionadas a lesdo
tecidual, inflamacdo e fibrose, incluindo mobilizacdo de célcio, geragdo de radicais livres,
ativacdo de proteinas quinases e fatores de transcri¢do nuclear, recrutamento de células
inflamatorias, adesdo de monocitos e neutrofilos ao endotélio e mesangiais, regulagdo positiva
de moléculas de adesdo e estimulacdo da expressdo, sintese e liberacdo de citocinas e
quimiocinas (41).

Conclui-se que a obesidade materna pode modular a expressao de componentes do SRA,
interferindo em parametros, como IMC pré-gestacional e niveis de colesterol total. Ademais,

niveis de ECA e ECA2 ndo estiveram associados a contagem tecidual de células inflamatorias.
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Apesar das importantes limitacdes metodologicas do estudo, especialmente devido o
pequeno nimero de participantes no estudo e a ndo mensuragdo proteica de ECA e ECA2,
reconhecemos que o estudo traz importantes contribuigdes para a compreensdao do papel do

SRA na obesidade materna.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas, antropométricas e laboratoriais materno-fetais de gestantes com
e sem obesidade.

IMC (Kg/m?)
Variaveis Entre 18.5-24.9 >30 p-valor
(n=18) (n=21)
Idade (anos) 29.50+£5.91 32.48+5.06 0.098
Escolaridade (anos) 10.61+3.58 12.38+2.20 0.067
Consulta de pré-natal (n) 6.89+3.07 7.85+£2.90 0.318
Altura (cm) 163.17+6.18 159.76+6.85 0.114
IMC pré-gestacional (Kg/m?) 22.84+1.25 32.78+4.19 <0.0001
Ganho de peso gestacional (Kg) 11.96+3.62 9.77+4.43 0.103
PAS (mmHg) 114.74+18.41 120.06£19.57 0.514
PAD (mmHg) 76.14+16.55 79.36+17.79 0.398
Duragdo da gravidez (semanas) 38.41+0.51 38.30+0.53 0.528
Glicose (mg/dL) 81.83+6.40 81.24+12.12 0.853
Colesterol total (mg/dL) 190.00£55.32 182.20+39.64 0.618
HDL (mg/dL) 61.67+£17.29 55.70+67 0.272
Triglicerideos (mg/dL) 178.50+40.14 179.90+61.81 0.935
Peso ao nascer (g) 3282.89+334.15  3223.05+337.25 0.582
Comprimento ao nascer (cm) 50.42+2.13 50.31+2.27 0.881
Perimetro cefalico ao nascer (cm) 34.00+2.20 34.19+1.17 0.732
Indice ponderal ao nascer (g/cm?) 2.57+0.38 2.54+0.29 0.731

IMC: indice de massa corporal; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica;

HDL.: high density lipoprotein (lipoproteina de alta densidade).
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Tabela 2. Correlacdo entre os niveis de expressao de ACE e ACE2 no tecido adiposo com variaveis
clinicas, antropométricas e laboratoriais materno-fetais de gestantes com e sem obesidade.

Adipose tissue

Variaveis ACE mRNA expression ACE2 mRNA expression
(a.u.) (a.u.)
r p-valor r p-valor
Idade (anos) 0.197 0.230 -0.087 0.597
Escolaridade (anos) 0.276 0.089 -0.115 0.490
Consulta de pré-natal (n) 0.150 0.361 0.031 0.852
Altura (cm) 0.012 0.943 0.139 0.398
IMC pré-gestacional (Kg/m?) 0.290 0.073 -0.187 0.254
Ganho de peso gestacional (Kg) -0.186 0.257 0.169 0.305
PAS (mmHg) 0.190 0.201 0.080 0.681
PAD (mmHg) 0.195 0.168 0.094 0.614
Duragdo da gravidez (semanas) -0.285 0.079 0.224 0.170
Glicose (mg/dL) 0.174 0.288 0.121 0.462
Colesterol total (mg/dL) 0.080 0.631 -0.004 0.979
HDL (mg/dL) 0.083 0.611 0.062 0.711
Triglicerideos (mg/dL) -0.088 0.599 -0.117 0.484
Peso ao nascer (g) -0.062 0.709 -0.051 0.758
Comprimento ao nascer (cm) 0.039 0.814 0.097 0.558
Perimetro cefélico ao nascer (cm) -0.032 0.846 -0.219 0.181
Indice ponderal ao nascer (g/cm?) -0.119 0.472 -0.110 0.506

IMC: indice de massa corporal; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica;
HDL.: high density lipoprotein (lipoproteina de alta densidade). ACE: enzima conversora de
angiotensina. ECA2: enzina conversora de angiotensina 2.
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Tabela 3. Correlacdo entre os niveis de expressdo de ACE e ACE2 na placenta com varidveis
clinicas, antropométricas e laboratoriais materno-fetais de gestantes com e sem obesidade.

Placenta
Variaveis ACE mRNA ACE2 mRNA
expression (a.u.) expression (a.u.)
r p-valor r p-valor
Idade (anos) -0.012 0.942 -0.106 0.521
Escolaridade (anos) -0.077 0.640 -0.210 0.200
Consulta de pré-natal (n) -0.236 0.150 -0.162 0.324
Altura (cm) -0.051 0.758 0.190 0.247
IMC pré-gestacional (Kg/m?) 0.290 0.201 -0.351 0.029
Ganho de peso gestacional (Kg) -0.052 0.755 0.246 0.131
PAS (mmHg) 0.010 0.951 0.209 0.197
PAD (mmHg) 0.060 0.701 0.155 0.341
Duragdo da gravidez (semanas) 0.003 0.988 0.200 0.240
Glicose (mg/dL) 0.014 0.933 -0.299 0.064
Colesterol total (mg/dL) -0.138 0.408 -0.364 0.024
HDL (mg/dL) -0.020 0.904 -0.115 0.492
Triglicerideos (mg/dL) -0.212 0.201 0.116 0.489
Peso ao nascer (g) 0.067 0.685 -0.041 0.802
Comprimento ao nascer (cm) 0.231 0.157 -0.254 0.119
Perimetro cefalico ao nascer (cm) -0.246 0.132 -0.006 0.971
Indice ponderal ao nascer (g/cm?) -0.227 0.164 0.286 0.078

IMC: indice de massa corporal; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica;
HDL.: high density lipoprotein (lipoproteina de alta densidade). ACE: enzima conversora de
angiotensina. ECA2: enzina conversora de angiotensina 2.



Tabela 4. Correlacdo entre os niveis de expressao de ACE e ACE2 e o percentual de células inflamatorias no tecido adiposo e placenta.

Tecido Adiposo Placenta
Varidveis ACE mRNA ACE2 mRNA ACE mRNA ACE2 mRNA
expression (a.u.) expression (a.u.) expression (a.u.) expression (a.u.)
r p-valor r p-valor r p-valor r p-valor
Contagem de células inflamatérias na 0.169 0.303 -0.280 0.085 N
placenta (%)
Contagem de células inflamatdrias no ook 0.172 0.301 -0.022 0.897

tecido adiposo (%)

ACE: enzima conversora de angiotensina. ECA2: enzina conversora de angiotensina 2.
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Figura 1. Expressdo de mRNA de marcadores do Sistema Renina-Angiotensina. No tecido adiposo: A) ACE. C) ACE2. Na placenta: B) ACE. D)
ACE2. Dados apresentados em médias + erro padrao da média (n=5 animais/grupo). Diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
foram indicadas como p<0,05. Dados analisados por 7-fest.
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Figura 2. Correlagdo entre os niveis de expressio de mRNA de ACE (A) e ACE2 (B) na placenta e no tecido adiposo (B). Diferencas
estatisticamente para p<0,05. Dados analisados por coeficiente de correlacdo de Spearman.
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Figura 3. A-B) Contagem de células inflamatdrias na placenta e tecido adiposo (omento), respectivamente, obtidas a partir de imagens
histologicas em H&E. Dados analisados por T-test.



Figura 4. A) A secdo corada com H&E da placenta revela neutréfilos associados a vilosidades. B) A secdo corada com H&E do omento revela
linfécitos e neutrdfilos em efluxo vascular. C) A se¢ao corada com H&E do omento revela linfécitos e neutréfilos. Barras de escala = 50 pm.



4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que mulheres com obesidade apresentaram maior expressao de ECA e menor
de ECA2 na placenta e no tecido adiposo, havendo uma correlagdo negativa entre os niveis de
expressao de ECA2 e IMC pré-gestacional e colesterol total; ademais, ndo foram se observou
diferengas na contagem de células inflamatérias em ambos os tecidos, tampouco correlagao
com a expressdo de ECA e ECA2. Em conjunto, a obesidade materna pode modular a expressao

de componentes do SRA, interferindo em parametros antropométricos e laboratoriais.
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