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RESUMO

A O-Glicosilagdo com N-acetilglucosamina (O-GIcNAc) € uma modificagdo pos-
traducional que modula diversas proteinas. O aumento da O-glicosilagcdo é
observado durante a hiperglicemia, favorecendo a disfungdo endotelial bem como
alteragbes placentarias. A hipotese desse trabalho foi que o aumento da O-
Glicosilagao durante a gestagao, gera a disfungao vascular e placentaria, resultando
em um suporte nutricional inadequado entre a interface materno-fetal. Para isso, o
trabalho foi dividido em duas partes. PARTE I. Caracterizar como diferentes niveis
glicémicos afetam a O-GIcNAcilagdo de proteinas em diferentes regides
placentarias. Ratas Wistar fémeas foram divididas nos seguintes grupos:
hiperglicemia grave (> 300 mg/dL; n = 5); hiperglicemia leve (> 140 mg/dL, pelo
menos dois momentos no teste oral de tolerancia a glicose; n = 7) ou normoglicemia
(< 120 mg/dL; n = 5). Observou-se que as células das zonas labirintica e juncional
sdo direcionadas pelo acumulo de O-GIcNAc em resposta a hiperglicemia severa,
possivelmente devido a expressdo reduzida de O-GIcNAcase (OGA). A O-
GIcNAcilagao nao € observada durante hiperglicemia leve, possivelmente devido a
expressao/ atividade compensatéria da OGA. Além disso, alteracdes morfométricas,
ocorrendo simultaneamente com o aumento de O-GIcNAcilagcdo na placenta, pode
contribuir para a disfungao placentaria durante a hiperglicemia. PARTE Il: Avaliar se
o aumento de O-GIcNAc reduz a fungdo endotelial da artéria uterina. Ratas prenhas
(P) ou nao-prenhas (NP) foram tratadas com glucosamina (300 mg/Kg) ou veiculo,
por 21 dias, i.p. O tratamento com glucosamina aumentou a expressao de O-GIcNAc
na AU de ratas NP. Observou-se diminuicdo no relaxamento dependente de
endotélio em AU de ratas NP tratadas, comparadas com o veiculo, o qual foi abolido
pela incubagao do inibidor da 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS). A atividade da
eNOS bem como expresséo total da Akt encontram-se diminuidas apés o tratamento
com glucosamina em ratas NP. Além disso, AUs de ratas NP tratadas com
glucosamina apresentaram aumento na ativacdo da enzima glicogénio sintase
quinase 3 beta (GSK3B), bem como o aumento na expressdo de OGT.
Curiosamente, durante a prenhez, o tratamento com glucosamina diminui a
expressao de O-GIcNAc em AU, acompanhado por uma melhora no relaxamento
para acetilcolina, enquanto as atividades de eNOS e GSK3p e as expressdes totais

de Akt e OGT permaneceram inalteradas. O relaxamento endotélio-independente
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nao foi alterado nos grupos estudados. Portanto, o mecanismo subjacente que
ocorre entre a P e NP é, pelo menos em parte, dependente da modulagdo de
Akt/GSK3B/OGT. Acreditamos que, durante a gravidez, as alteragdes hormonais
desempenham um papel protetor vascular, prevenindo a disfuncdao endotelial
induzida pela O-glicosilagao. No futuro, sera interessante avaliar se estratégias que
normalizem os niveis de O-GIcNAcilagdo em proteinas placentarias resultardo no
sucesso gestacional em condigdes patoldgicas, incluindo hiperglicemia.

Palavras-Chave: O-GIcNAc; Placenta; Artéria uterina; Progesterona; Relaxamento.



ABSTRACT

O-linked N-acetylglucosamine (O-GIcNAc) is a post-translational modification that
modulates several proteins. The increase in O-Glycosylation is observed during
hyperglycemia, favoring endothelial dysfunction as well as placental modifications.
The hypothesis of this work was that the increase in O-Glycosylation during
pregnancy, generates vascular and placental dysfunction, resulting in inadequate
nutritional support between the maternal-fetal interface. For this, the work was
divided in two parts. PART I: To characterize how different glycemic levels affect O-
GIlcNAcylation of cells in different placental regions. Female Wistar rats were divided
into the following groups: severe hyperglycemia (>300 mg/dL; n= 5); mild
hyperglycemia (> 140 mg/dL, at least two moments in the oral glucose tolerance test;
n= 7) or normoglycemia (<120 mg/dL; n= 5). Cells in the labyrinth and junctional
zones are targeted by the accumulation of O-GIcNAc in response to severe
hyperglycemia, possibly due to reduced O-GlcNAcase (OGA) expression. O-GIcNAc
is not seen during mild hyperglycemia, possibly due to OGA compensatory
expression/activity. In addition, morphometric changes, occurring simultaneously with
increased accumulation of O-GIcNAc in placental tissue, can contribute to placental
dysfunction during hyperglycemia. PART Il:) To assess whether the increase in O-
GIcNAc impairs the endothelial function of the uterine artery. Pregnant (P) or non-
pregnant (NP) rats were treated with glucosamine (300mg/kg) or vehicle for 21 days,
i.p. Glucosamine treatment increased the expression of O-GIcNAc in UA in NP rats.
A decrease in endothelium-dependent relaxation was observed in UA of treated NP
rats, compared to the vehicle, which was abolished by incubation of the nitric oxide
synthase inhibitor (eNOS). eNOS activity as well as total Akt expression are reduced
after treatment with glucosamine in NP rats. In addition, UAs from NP rats treated
with glucosamine showed an increase in the activation of glycogen synthase kinase 3
beta (GSK3), as well as an increase in the expression of OGT. Interestingly, during
pregnancy, treatment with glucosamine decreases the expression of O-GIcNAc in
UA, accompanied by an improvement in relaxation for acetylcholine, while the
activities of eNOS and GSK3B and the total expressions of Akt and OGT remained
unchanged. Endothelium-independent relaxation was not altered in the groups
studied. Therefore, the underlying mechanism that occurs between P and NP is, at
least in part, dependent on Akt/GSK3B/OGT modification. We believe that, during
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pregnancy, hormonal changes play a vascular protective role, preventing endothelial
dysfunction induced by O-glycosylation. In the future, it will be interesting to assess
whether strategies that normalize O-GlcNAcylation levels in placental proteins will

result in gestational success in pathological conditions, including hyperglycemia.

Key Words: O-GIcNAc; Placenta; Uterine artery; Progesterone; Relaxation.
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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA SOCIEDADE

Durante a gravidez, o bebé em desenvolvimento recebe todos os nutrientes por meio
de um o6rgao muito importante chamado placenta. A placenta por sua vez vai ser
nutrida por um vaso sanguineo materno, chamado artéria uterina. Caso a artéria
uterina, bem como a placenta nado funcione bem, isso podera prejudicar o
crescimento do bebé em formacgédo, e até mesmo ser prejudicial para a saude da
mae. Em nosso estudo queremos avaliar se 0 aumento de um residuo de agucar
produzido em nosso organismo, chamado O-GIcNAc, poderia causar algum dano
placentario ou para a artéria uterina. O-GIcNAc é muito importante durante a
gestacdo, mas o seu aumento exagerado pode resultar em danos para o bebé e
para a mae. Esse acucar, em especifico, pode estar aumentado em diversas
doencas metabdlicas como é o caso da diabetes e da hipertensdo. Para avaliar se
O-GIcNAc gerar prejuizos durante a gestacéo, inicialmente aumentamos os niveis
desse acucar em ratas prenhes por duas formas diferentes. Primeiro, através do
aumento da glicose, imitando o diabetes. Segundo, através do seu substrato
glucosamina, que aumenta os niveis de O-GIcNAc sem gerar diabetes. Nosso
estudo mostrou que a medida que o agucar O-GIcNAc aumentou durante a gravidez,
ele foi capaz de induzir problemas na placenta, bem como modificou o

comportamento da artéria uterina, gerando prejuizos ao feto em desenvolvimento.
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1. INTRODUGAO

Durante a gestacéo, a placenta é o 6rgao onde correm as trocas nutricionais e
gasosas, sendo que esse 6rgao € uma interface fisica que separa a circulagao
materna da fetal. Para garantir o crescimento, o desenvolvimento e a sobrevivéncia
intrauterina, a placenta induz modificagdes circulatérias que acabam por direcionar
ao utero maior volume de sangue.

A placenta desempenha um papel essencial na manutengdo da gravidez e
crescimento fetal. A morfogénese e o desenvolvimento da placenta requerem um
processo coordenado de proliferacdo e diferenciagdo de células trofoblasticas. Ela
esta exposta a influéncia de hormonios regulatérios, fatores de crescimento,
substratos e citocinas presentes em ambas as circulagdes e, consequentemente,
pode ser afetada por qualquer mudanga que ocorra nestes fatores (1,2).

Estruturas importantes ligam a circulagdo sanguinea materna a fetal, como as
arteriolas espiraladas, veia e artéria umbilical, que permitem quantificar o fluxo
uteroplacentario e avaliar a boa oxigenagao fetal, e ramos terminais das artérias
uterinas, as quais atuam como canais de comunicagao com a cavidade do utero e o

espaco interviloso [Figura 1 (3-6) 1.
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Figura 1: Representacao esquematica das artérias que promovem a irrigagdo uterina. Fonte:
Adaptado de Barral e Croibier, 2011.
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A vasculatura uterina sofre alteragbes acentuadas durante a gravidez para
proporcionar o necessario aumento do fluxo sanguineo para suportar o crescimento
e a nutricdo do utero, da placenta e do feto em desenvolvimento. Desta forma, a
disfungcado vascular na artéria uterina pode acarretar diversas patologias durante a
gestacdo, diretamente decorrentes da disfuncdo placentaria, tais como, fetos
pequenos para a idade gestacional, restricdo de crescimento intrauterino e pré-
eclampsia (7).

O fluxo sanguineo € um processo altamente controlado por fatores sistémicos e
teciduais, através da adaptacdo do volume Iluminar por mecanismos de
vasodilatagdo e a vasoconstricdo. Localmente, esses processos podem ser
reguladas por fatores relaxantes ou constritores, derivados do proprio tecido
vascular ou perivascular; em resposta ao estresse de cisalhamento (shear stress); e
as diversas substancias circulantes, modulando desta forma o ténus vascular.
Fatores derivados do endotélio, bem como hormoénios e neurotransmissores
circulantes, atuam na musculatura lisa vascular, estimulando ou inibindo as
proteinas contrateis (8,9). Mais recentemente, o tecido perivascular também foi
implicado como produtor de substancias vasoativas (10).

As principais substancias produzidas pelo endotélio vascular com propriedades
vasodilatadoras sdo a prostaciclina, bradicinina, acetilcolina, histamina e o o6xido
nitrico (NO), enquanto que a endotelina 1, angiotensina Il e as catecolaminas atuam
como fatores vasoconstritores (11).

Dentro os hormobnios, a progesterona e o estrogénio apresentam fungdes
importantes no desenvolvimento da gestagcdo, bem como desempenham uma
atividade vasodilatadora (12—14). De fato, 17 beta-estradiol e progesterona ativam o
relaxamento vascular dependente do endotélio via NO, prostaciclina e fator
hiperpolarizante dependente do endotélio (15,16).

Conforme a gestagdo progride, a concentracdo de NO bem como a
atividade/express&o da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) aumentam atingindo
um pico maximo antes do parto, deixando evidente que o NO favorece a
vasodilatagao durante a gestacao (17). Importante mencionar que a manutengéao da
pressdo sanguinea, e consequentemente do fluxo sanguineo, é dependente da
producdao endotelial constante de NO, entre outros fatores. Quando ha um

desequilibrio na sua sintese, como nos estados patolégicos, a musculatura lisa nao



INTRODUCAO

relaxa apropriadamente, resultando em favorecimento do estado contratil e
consequente aumento da presséo sanguinea (18,19).

Grande importancia tem-se dado a O-GIcNAc, visto que varias proteinas
importantes para a regulagdo vascular sdo alvos dessa MPT. Como exemplos,
podem-se citar as enzimas eNOS, fosfolipase C, proteina quinase C, fosfatidilinositol
3-quinase, entre outras, demonstrando que O-GIcNAc apresenta um papel
importante na disfungéo vascular (23). Sabe-se que a eNOS é alvo da modificagao
pos-traducional (MPT) por O-glicosilagdo com N-acetilglucosamina (O-GIcNAc) em
tecidos como aorta de ratos (20), aorta bovina (21) e em pénis de ratos (22).

Ademais, durante a gestacgao, niveis fisiolégicos de O-GIcNAc s&o requeridos
para a formacao do blastocisto e para a diferenciacdo metabdlica durante o periodo
de implantacdo. Entretanto, o aumento exacerbado dessa MPT acarreta diminui¢céo
na proliferacdo celular, bem como redugdo na formagdo de blastocisto,
demonstrando que a mesma exerce um papel critico nas etapas iniciais do
desenvolvimento fetal (24).

A O-GIcNAc é um processo altamente dindmica e reversivel, controlada
exclusivamente por duas enzimas: O-GIcNAc transferase (OGT), que catalisa a
adicdo de N-acetilglucosamina, e O-GIcNAcase (OGA), que catalisa a remogao
hidrolitica do sacarideo de proteinas alvo (25-27).

Frente ao exposto, justifica-se a importancia de realizar estudos sobre a
ocorréncia da O-GIcNAc durante a prenhez. Sendo assim, nossa hipétese é que o
aumento da O-GIcNAc placentario e vascular altere negativamente o processo

gestacional (Figura 2).
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Hiperglicemia Glucosamina
Desarranjo estrutural 1 eNOS/NO |
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Figura 2: Hipotese do trabalho. O aumento da O-Glicosilacdo com N-acetilglucosamina (O-GIcNAc)
placentario e vascular altere negativamente o processo gestacional, incluindo: a (I) fungao placentaria

e (I) a fungao vascular da artéria uterina.
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1.1 Placenta

A placenta é um complexo 6érgdo que exerce papéis pleiotropicos durante o
crescimento fetal. Além de ser responsavel por permitir a absorcao de nutrientes,
eliminagdo de residuos bem como de trocas gasosas entre a mae e o feto, a
placenta também tem uma funcao de barreira fisiolégica e imunolégica, separando a
circulacdo materna e fetal. Diferentes superficies tipos celulares compdéem essa
regiao da interface materno-fetal, como por exemplo, o sinciotrofoblasto, que expde
a placenta para lado da circulagdo materna e o endotélio, que esta em contato com
o sangue fetal (3). O funcionamento placentario é passivel a influéncia de horménios
regulatorios, citocinas, fatores de crescimento e substratos presentes tanto na
circulagdo materna quanto fetal e, consequentemente, pode ser afetada por
qualquer mudanga que ocorra nestes fatores (1,2).

A placenta desempenha um papel essencial na manutengcdo da gravidez e
crescimento fetal. Tanto a morfogénese [Figura 3; (28)] como o desenvolvimento da
placenta requerem um processo coordenado de proliferacdo e diferenciagédo de
células trofoblasticas. Neste contexto, a invasdo adequada do trofoblasto no epitélio
uterino é essencial para a implantacdao do embrido e placentagcdo em mamiferos
(29,30).

O desenvolvimento da placenta humana é caracterizado por 3 periodos distintos.
No comeco da gestacdo ha uma série de processos criticos de proliferacdo e
diferenciacdo, predominante de células do trofoblasto, permitindo a formacao das
estruturas vilosas e extravilosas. Posteriormente, a placenta se ancora no utero e
remodela as artérias espiraladas, tornando-os vasos com baixa resisténcia vascular.
Depois, as vilosidades se diferenciam através de varias etapas de maturacao.
Durante a primeira metade da gestagado, o trofoblasto sofre alteragcées marcantes,
enquanto que uma extensa angiogénese e vascularizagdo ocorrem na segunda
metade da gestacéao (1).

A morfogénese placentaria resulta da interagdo entre os tecidos de origem
materna e embrionaria que ocorre na implantagdo, a qual leva a formagao das
regides claramente diferenciadas reconhecidas na placenta de roedores: a zona do

labirinto, a zona juncional (ZJ) e a linhagem da decidua materna (31).
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LE

Uterine
lumen

Figura 3: Primeiros estagios de desenvolvimento da placenta humana. Imagem demonstra as etapas
iniciais da formacgéo da placenta apds a implantagao do blastocisto. (A, B) Os estagios pré-lacunares.
(C) Estagio lacunar. (D) Estagio viloso primario. Abreviagbes: 1 ° ys, saco vitelino primario; ac,
cavidade amnidtica; cs, concha citotrofoblastica; eec, celoma extra-embrionario; exm, mesoderme
extra-embrionario; GE, epitélio glandular; ICM, massa celular interna; lac, lacunas; LE, epitélio
luminal; mn. tr, trofoblasto mononuclear; pr. syn, sincicio primario; TE, trofectoderma; vs, vasos

sanguineos. Fonte: Adaptado de Turco e Moffett, 2019.

Em roedores, a placentagdo comega com a proliferacdo de células trofoblasticas,
na qual formam o cone ectoplacental. As células derivadas do cone posteriormente
se diferenciam para formarem o labirinto (local onde os nutrientes e os gases estao
sendo trocados entre a mae e o feto) (32,33). Em seguida, as células de trofoblasto
coridnico comegam a se diferenciar nas varias camadas das células trofoblasticas do
labirinto: as células do sinciciotrofoblasto (Sc) e citotrofoblasto (Ct) (34,35).

O epitélio trofoblastico, que entra em contato direto com o sangue materno, é
referido como o citotrofoblasto. O citotrofoblasto pode ser faciimente discernido pelo
seu grande nucleo esférico com nucléolo proeminente. Ele exibe numerosas
microvilosidades na sua superficie e contém muitas vesiculas pinocitdticas na

posicao basal, que tem por funcao realizar a endocitose de liquidos ou pequenas
6
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particulas (36). As células de citotrofoblasto formam uma camada continua que
reveste os espacgos de sangue materno na placenta (37).

Enquanto a regido do labirinto estd em desenvolvimento, ele é apoiado
estruturalmente pelo espongiotrofoblasto (Ep), que forma uma camada compacta de
células entre o labirinto e as células gigantes externas. As células do Ep s&o as
principais constituintes da ZJ e tem como fungao contribuir na atividade enddcrina,
enquanto que as células gigantes do trofoblasto possuem certa capacidade de
producdo hormonal, o que as caracterizam como células enddécrinas da placenta
(31,38).

A ZJ é localizada entre a decidua e o labirinto, e tem fungado de aderir a placenta
ao utero, sendo que essa regidao contém varios tipos de células trofoblasticas com
diferentes fungbes: células trofoblasticas gigantes (medeiam o processo de
implantagdo e invasdo no utero; produzem citocinas e hormonios que regulam o
sistema imunoldgico local), células espongiotrofoblasticas (secre¢do de hormdnios e
citocinas; limitar o crescimento do endotélio materno na placenta fetal) e células de
glicogénio (armazenamento de glicogénio como fonte de nutricdo) (39-42).

Estruturas lacunares passam pela ZJ e transportam sangue a partir das artérias
em espiral para o labirinto, local onde os nutrientes s&o trocados com o sangue fetal,
0 que caracteriza a importancia da relagao entre as diferentes regides que compde a
interface da placenta (43,44).

A formacdo da decidua materna é estimulada pela invasdo das células
trofoblasticas gigantes na parede uterina, resultando na proliferagéo inicial e
subsequente diferenciacdo e hipertrofia das células do estroma uterino. A
diferenciacdo das células deciduais € regulada por fatores produzidos pelas células
trofoblasticas gigantes (45—-47). As células de trofoblasto estimulam a liberagdo de
fatores imuno-regulatérios e de crescimento a partir da decidua que sao necessarios
para o crescimento do feto e promovem a formagdo de vasos sanguineos maternos

que levam sangue até o sitio de implantagao através das artérias espiraladas (48).
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Basicamente, a placenta humana tem trés regides que sdo analogas aquelas da
placenta de ratos: uma camada decidual mais distante com artérias espiralares; a
placa basal em humanos é analoga a ZJ; o conjunto de vilosidades da placenta em
humanos € analoga ao labirinto, embora as vilosidades sejam menos densamente
compactadas e 0  espago
interviloso  mais  aberto se A
comparado ao arranjo do labirinto

em roedores (Figura 4) (35). »
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(49).

1.2 Artéria Uterina

Uma gestacao saudavel esta associada a grandes respostas adaptativas no
sistema cardiovascular materno. Pode-se citar como exemplos de mudangas no
sistema hemodinamico durante uma gravidez o aumento no débito cardiaco, a
reducdo da resisténcia vascular e a expanséo do volume plasmatico (50-52).

O desenvolvimento vascular placentario € um processo crucial para o adequado
desenvolvimento fetal. Responsavel pela metade do fluxo sanguineo que irriga a
metade superior do utero, a artéria uterina exerce importante fungdo durante a
gestacgao, visto todo o processo de placentagédo envolver células trofoblasticas fetais
que invadem o utero e se decidualizam para posterior desenvolvimento das artérias

espiraladas (5).
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A vasculatura uterina sofre mudancgas significativas durante a gestacédo, uma vez
que é responsavel pela adequada perfusdo na interface materna-fetal. Dessa forma,
durante a gravidez, o crescimento gestacional da vasculatura uterina ¢é
acompanhado por hipertrofia e hiperplasia da parede arterial (53), vasoconstrigéo e
vasodilatagdo neurogénica (54), profunda vasodilatagéo (55,56) e reducao do tonus
vascular (57). Todas essas alteragcdes culminam na diminuicdo da resisténcia
vascular uterina, possibilitando um aumento de 20 vezes do fluxo sanguineo nessa
artéria durante a gestacao (58), resultando no fornecimento de grande parte do fluxo
sanguineo ao utero (5,59).

Os mecanismos envolvidos na redugao do ténus vascular observado na gestagcao
implicam na diminuicdo de fatores enddgenos contrateis e/ou aumento da
contribuicdo dos fatores endogenos vasodilatadores. De fato, foi demonstrado que
artérias uterinas de ratas prenhes apresentam diminuicdo da contribuicdo das vias
contrateis RhoA/Rho quinase e proteina quinase C (PKC) em resposta ao agente
contratil U-46619 (analogo do tromboxano) comparado ao grupo virgem (58). Para
além, durante a gestacéao, artéria uterinas de ovelhas apresentam um aumento da
liberagdo de NO através da diminuigcdo do calcio intracelular na musculatura lisa
vascular bem como artérias uterinas de mulheres gestantes exibem aumento da
expressao e atividade da eNOS (56,60).

1.2.1 Fatores vasoativos na artéria uterina

A disfuncéo placentaria esta associada a um desequilibrio dos fatores vasoativos
circulantes que, por sua vez, acarreta em falta de adaptacao vascular materna
levando a disfungao endotelial sistémica (59).

O NO desempenha um papel importante na fisiologia reprodutiva em mamiferos,
especialmente no sistema uteroplacentario. Estudos demonstraram sua participacao
na invasao trofoblastica extravilosa da decidua e do miométrio, na regulagdo da
reatividade vascular da circulagdo utero-placentaria-fetal, a fim de prevenir
agregacao e adesédo plaquetaria e neutrofilia no espacgo interviloso e na apoptose
trofoblastica (61). A artéria uterina é alvo de disfuncdo vascular em diversas
patologias, incluindo o diabetes mellitus, hipertensao e a pré-eclampsia. A etiologia
dessas disfungdes parece estar correlacionada com inicio do desenvolvimento
embrionario, podendo encontrar-se exacerbadas em condicdes de estresse

oxidativo, tensdo de oxigénio e disturbios metabdlicos, como é o caso da
9
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hiperglicemia. Assim, o funcionamento da artéria uterina, a vasculogénese
placentaria, a angiogénese e a fungdo vascular sdo processos inter-relacionados
que influenciam o crescimento fetal durante a gestagdo, sendo controlados por
varios mediadores vasoativos, na qual o NO é o mais importante, visto este ser
liberado em pequenas quantidades para regular o fluxo sanguineo e inibir interagdes
entre plaquetas circulantes, células brancas e a parede do vaso (61,62). Estudos
mostraram que o endotélio de vasos coribnico e umbilical liberam NO e que seu
efeito vasodilatador € maior do que da prostaciclina (62).

Apesar do NO ser o principal mediador do relaxamento na artéria uterina,
outras vias de sinalizagdo também podem contribuir para o relaxamento dependente
de endotélio, porém em magnitude menor (63,64). Por exemplo, foi demonstrado
que a atividade dos canais de potassio ativados por célcio (KCa) é alterado do
estado ndo gravidico para o gravidico em camundongos, resultando em aumento da
vasodilatagdo bem como do didmetro da artéria uterina (65,66). Para além, artérias
uterinas de ratas prenhes incubadas com inibidor ndo seletivo para ciclooxigenase
(COX) apresentam uma diminuicdo de 40% do relaxamento dependente do
endotélio induzido pela aspirina, quando comparado ao grupo controle (64).

Foi demonstrado um aumento de eNOS no endotélio vascular na artéria uterina
de mulheres gestantes, quando comparado com mulheres ndo gestantes. Com
relagcdo a isoforma neural (NNOS), ambos os grupos apresentaram marcagao nas
fiboras nervosas, principalmente na adventicia da artéria uterina, porém sem
diferenca entre mulheres gestantes e ndo gestantes, indicando que o aumento da
atividade da NOS é devido a isoforma eNOS e n&o nNOS (60).

Frente a patologias como diabetes e pre-eclampsia, a adaptacao utero-
placentaria é inadequada, podendo resultar em incompleta ou ausente invasao das
artérias espiraladas, lesdo endotelial e aumento da contragdo vascular (67). A
disfuncéo endotelial, no estado de diabetes, pode ser desencadeada por moléculas
pré-inflamatérias, aumento do estresse oxidativo, disfungcdo mitocondrial e
alteragdes de vias de sinalizagdo que levam a inativagcdo da eNOS (68).

O NO é produzido a partir da oxidagdo do aminoacido essencial L-arginina em L-
citrulina. Esta reagédo é catalisada através da enzima oxido nitrico sintase (NOS),
que possui trés principais isoformas agrupadas em duas categorias, a NOS
constitutiva (cNOS), dependente de calcio/calmodulina, e a NOS indutivel (iNOS),

independente de calcio, sendo ativada por macrofagos e citocinas inflamatérias
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(61,69). Uma vez induzida, a iINOS tem a capacidade de produzir NO por um longo
periodo, podendo resultar em processos patolégicos (70). cNOS é subdividida em
NOS neural (hNOS), presente normalmente nos neurénios, mas também descrito em
outras células como os cardiomidcitos; e NOS endotelial (eNOS), expressa
constitutivamente nas células endoteliais e plaquetas (61).

A producéo e agdo do NO é realizada em fungdo de estimulo de mensageiros
quimicos ou mecanicos no endotélio vascular. Assim que estas substancias
quimicas se ligam ao seu receptor no endotélio ou se estimulos mecanico ativam
mecanoceptores, a célula endotelial produz uma molécula mensageira, NO, que se
difunde pelas células do musculo lisas vasculares adjacentes ao endotélio,
promovendo o relaxamento do musculo liso (71,72).

Durante a gestagao, os niveis de progesterona se encontram elevados, uma vez
que este horménio é crucial para a manutengao da gravidez. Suas agdes podem ser
genbmicas ou nao-genbmicas, atuando através de diversos receptores (73). Esta
ultima, ac¢bes n&o-genbmicas, sao mediadas através de receptores para
progesterona associados as membranas e inclui aumento da atividade de eNOS e
producdo de NO através da via de sinalizagao da Akt (74,75).

A quinase Akt, também conhecida como proteina quinase B, regula proliferagéo
celular, apoptose e metabolismo de glicogénio. Esta enzima é ativada através da
fosforilagdo dos sitios treonina 308 ou serina 473 e é responsavel pela fosforilagao
de substratos proteicos, incluindo a GSK3B (76,77). Diferentemente de outras
quinases, a GSK3[@ se encontra ativa basalmente e é inativada por fosforilagcao,
principalmente via estimulagdo Akt (78,79). Para além, norgestrel, uma progesterona
sintética, foi demonstrada mediar a inativagcdo de GSK3p em células fotorreceptores
(80), bem como o tratamento com progesterona resulta em aumento de expresséao
de Akt-fosforilada e diminuicao da GSK3B em neurénios (81).

Interessantemente, GSK3p fosforila a OGT resultando em sua ativagédo. De
importancia, OGT é uma enzima especifica encontrada na VBH que adiciona o
sacarideo O-GIcNAc em proteinas intracelulares (82).

1.3 O-glicosilagao com N-acetilglucosamina (O-GIcNAc)
Descoberto inicialmente em 1984 por Torres and Hart (83), a O-glicosilagdo com
N-acetilglucosamina (O-GIcNAc) é um processo importante que participa da

regulagcdo de diversas proteinas e vias fisiologicas/metabdlicas. Essa MPT ocorre
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majoritariamente de forma intracelular, em proteinas citoplasmaticas e nucleares, e
sua ocorréncia € descrita em praticamente todas as células eucariotas pluricelulares.
Entretanto, o papel da O-GIcNAc em varios sistemas fisioldgicos, incluindo o
reprodutivo, comecou a ser caracterizada mais atualmente, devido as dificuldades
nas técnicas associada ao seu estudo (84).

Varias proteinas podem ser modificadas por O-GIcNAc, como por exemplo os
fatores de transcricdo, proteinas ribossomais, proteinas de sinalizagdo celular,
proteinas do citoesqueleto, componentes do complexo do poro nuclear, receptores
nucleares de hormoénios, quinases, fosfatases e proteinas reguladoras de actina. A
modificacdo com este sacarideo é essencial em mamiferos e O-GIcNAc é critico na
capacidade das células suportarem uma variedade de formas de estresse (25,85).

O processo de O-GIcNAc é altamente dinamico, e o ciclo de adigao/remogéao da
porcdo do sacarideo € rapido, analogo ao que ocorre no processo da
fosforilacdo/desfosforilagdo de proteinas, que nesse ultimo caso, sdo catalisadas por
quinases e fosfatases. De fato, a evidéncia existente sugere que essa modificagéo
tem uma relagéo "yin-yang" com a fosforilagao proteica, e em alguns casos, observa-
se a competicdo entre O-GIcNAcilagao e fosforilagdo pelos mesmos residuos ou
residuos adjacentes. Muitos locais de fosforilagdo, bem como sitios adjacentes,
foram mapeados para locais de modificacdo via O-GIcNAc. Tal localizagéo espacial
indica que O-GIcNAc pode regular proteinas alvo através da competicdo com
enzimas quinases. Estudos utilizando inibidores de fosfatase e quinase forneceram
evidéncias diretas para uma relagao reciproca geral entre glicosilagao e fosforilagao
em algumas proteinas (84,86). Entretanto, apesar de apresentarem muitas
propriedades semelhantes, estas duas modificagbes sédo reguladas de modo muito
diferente (87). Mais de 500 quinases fosforilam suas proteinas alvo com
especificidade de sequéncia distinta. Em contrapartida, apenas uma unica enzima,
OGT, catalisa a adicdo de N-acetilglucosamina, e paralelamente, a enzima OGA
realiza a remogao hidrolitica de O-GIcNAc em células de mamiferos (Figura 3) (25—
27).

Varios processos conseguem modular a atividade da OGT. Dentre eles, foi
demonstrado que a atividade da OGT é dependente da sua fosforilagdo, que ocorre
com a agao da enzima GSK3p nos sitios serina 03 e 04 (82) e da concentragédo do

seu substrato UDP-GIcNAc, que é altamente sensivel ao fluxo de nutrientes tais
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como: glicose, acidos graxos e aminoacidos (88), através da Via de Biossintese da
Hexosamina (VBH; Figura 5) (25,26,86,89).
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Figura 5: Via de Biossintese da Hexosamina (VBH). Adaptado de Lima et al, 2012.

Diversas proteinas envolvidas na regulagao do ténus vascular sofrem MPT para
serem ativadas/inibidas, incluindo O-GIcNAc. De fato, aortas de machos Wistar
hipertensos (DOCA; acetato de desoxicorticosterona) apresentam diminuicdo da
expressao das enzimas Akt bem como eNOS fosforilada (20), evidenciando que o
mesmo local de fosforilagdo destas proteinas também pode ser alvo para O-GIcNAc
(21). Neste contexto, foi demonstrado que aumento de O-GIcNAc ilacédo na eNOS
inibe sua ativacdo dependente da Akt, sugerindo que o sitio para O-GIcNAc € o
mesmo ou adjacente ao da fosforilagdo de Akt (21).

Para além, estudos demonstram que o aumento de O-GIcNAc (via
glicose/glucosamina) resulta na diminuicdo de eNOS fosforilada em pénis de ratos
diabéticos (22), em arteriolas do musculo gracilis de ratos Wistar (90) e em células
endoteliais coronarias humanas (91).

De forma importante, niveis excessivamente aumentados de glicemia na
circulagcdo durante a gestacdao podem acarretar em efeitos negativos no tecido

placentario. Estudos demonstram que em condi¢gdes de hiperglicemia, observa-se
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aumento da O-GIcNAc com consequente diminuicdo da proliferacéo celular, bem
como a redugdo da formagao de blastocisto, demonstrando que essa MPT exerce

um papel critico nas etapas iniciais do desenvolvimento fetal (92).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar se o aumento de O-GIlcNAc
resulta em disturbios de processos gestacionais. Para isso, o trabalho foi dividido em

2 objetivos especificos:
2.1.1 O-GIcNAc vs. fungéo placentaria

Caracterizar como diferentes niveis glicémicos afetam a O-GlIcNAcilagdo de

proteinas em diferentes regiées placentarias:

¢ Quantificar a expressdao de O-GIcNAc nas diferentes areas placentarias de
ratas com hiperglicemia severa ou moderada;

e Determinar a expressédo placentaria de OGT e OGA em ratas com
hiperglicemia severa ou moderada;

e Avaliar como diferentes niveis glicémicos afetam a éarea das diferentes

regides placentarias.

2.1.2 O-GIcNAc vs. artéria uterina
Avaliar se o aumento de O-GIcNAc resulta em disfungao da artéria uterina:

e Avaliar a expressao global de O-GIcNAc em proteinas extraidas da artéria
uterina;

e Caracterizar a reatividade vascular da artéria uterina, através da obtengdo de
curvas concentragcdo-resposta para relaxamento endotélio-dependente
(acetilcolina), na presenga ou auséncia do inibidor farmacoldgico inespecifico
da NOS, L-NAME;

e Caracterizar a reatividade vascular da artéria uterina, através da obtencao de
curvas concentragdo-resposta para relaxamento endotélio-independente
(nitroprussiato de sédio);

e Determinar a expressao total de Akt;

e Avaliar a atividade de ativacdo da eNOS através da fosforilagcdo do sitio

serina1177;
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e Avaliar a atividade de inibicdo da GSK3-f3 através da fosforilagdo do sitio
serina09;

e Avaliar a atividade de ativagdo da GSK3-B através da fosforilagdo do sitio
tirosina216;

e Determinar a expressao da enzima OGT.
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3. METODOLOGIA

3.1 O-GIcNAc, fungao placentaria e fungao da artéria uterina

3.1.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar de 12 a 14 semanas de idade [(n= 5, grupo
hiperglicémico) e (n=7, grupo controle)], pesando entre 200 a 250 gramas,
provenientes do Laboratdrio Fisiotox do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
da Universidade Federal de Mato Grosso.

Os animais foram mantidos com livre oferta de agua e ragdo, em uma
temperatura de 21 £ 1°C, com ciclos de claro e escuro de 12 horas cada. Todos os
procedimentos experimentais realizados nesse estudo foram aprovados pela
Comissao de Etica de Experimentacdo Animal n® 23108.120946/2015-83 (anexo 1) e

estao de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal.

3.1.2 Indugédo da hiperglicemia severa

Ratas Wistar adultas foram induzidas ao estado hiperglicémico por
estreptozotocina (STZ; cat. #S0130S; Sigma), dissolvida em tampéao citrato [0,1M;
pH 6,5; anexo 3), em uma unica dose de 40 mg/kg de peso, aplicado por via
intraperitoneal [Adaptado de (93)]. Ratas do grupo controle receberam igual volume
de solugao salina estéril, pela mesma via de administragdo. Os niveis glicémicos das
ratas foram medidos apés dois dias da indugao da hiperglicemia ou administragao
de solucdo salina, em jejum de 8 horas, utilizando um glicosimetro digital (Accu-
Chek Active® - Roche) com amostras de sangue periférico obtidos por pungao da
veia caudal. Foram consideradas hiperglicémicas as ratas que apresentaram niveis
glicémicos acima de 350 mg/dL, apds a administragcdo de STZ, e normoglicémicas
as ratas que apresentaram niveis glicémicos abaixo de 120 mg/dL, apds

administragao do veiculo.

3.1.3 Indugéo da hiperglicemia moderada

A hiperglicemia moderada foi induzida em ratas Wistar no primeiro dia de vida, a
partir da administragao de STZ dissolvida em tampao citrato (0,1M; pH 6,5; anexo 3),
em uma unica dose de 100 mg/kg de peso, aplicado por via intraperitoneal. Ratas do
grupo controle receberam igual volume de solugao salina estéril, pela mesma via de

administracdo. Entre os 90 e 100 dias de vida as mesmas foram induzidas ao teste
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oral de tolerancia a glicose (TOTG) a fim de determinar os critérios de inclusdo. O
TOTG foi conduzido apés seis horas de jejum, através da determinagao da glicemia
a partir de uma gota de sangue coletada por pungdo venosa da cauda,
determinando assim a glicemia no tempo zero. Em seguida, foi administrado uma
solugcao de glicose (2 g/kg de peso corporal) via gavagem e medido os niveis de
glicose no sangue nos tempos 30, 60 e 120 minutos ap6s a administragédo da
solugdo. Foram consideradas integrantes do grupo as ratas que apresentaram
TOTG anormal, com pelo menos dois ou mais pontos com niveis glicémicos maiores
que 140 mg/dL, com limite maximo de 300 mg/dL. Essas medidas foram utilizadas
para estimar a area total, utilizando o método matematico trapezoidal proposto por
Tai (94).

3.1.4 Acasalamento e retirada das placentas

Ratas Wistar virgens controles e hiperglicémicas (severa e moderada) foram
mantidas com machos Wistar normoglicémicos durante o periodo noturno (18:00 -
08:00 horas), em uma proporcao de 4 fémeas para cada macho. Os machos foram
separados as 8:00 horas do dia seguinte. Determinou-se a presenca de
espermatozoides e células queratinizadas do ciclo estral por observacado do
esfregaco vaginal na manha subsequente (08:00 - 10:00 horas). Apos a confirmagéao
da presenca de espermatozoides, este foi considerado o dia zero de prenhez e as
ratas eram, doravante, dispostas em gaiolas individuais com forragem de maravalha,
com livre acesso a agua e ragao durante todo o periodo gestacional.

Considerando que a gestacao em ratas Wistar € de aproximadamente 21 dias, a
retirada das placentas foi realizada na manha do 21° dia de prenhez (entre 8:00 as
10:00 horas). As ratas foram anestesiadas com pentobarbital sddico (3%)
(Thiopentax®, Cristalia), utilizando dose igual a 1,5 g/Kg, intraperitonial, e
subsequentemente, apds comprovacao da anestesia, foram submetidas a
decaptacdo por guilhotina. Posteriormente, procedeu-se a laparotomia para

exposicao dos cornos uterinos e remogao das placentas.

3.1.5 Western blot
Inicialmente, as placentas foram pulverizadas mecanicamente e transferidas para
tubos conico plastico (capacidade de 1,5 mL) ao qual foram adicionados 500 pL de

tampédo Rippa Buffer (cat. #R0278; Sigma) acrescido de 10% de inibidor de
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proteases (cat. #58820; Sigma). Os tubos ficaram sob constante homogeneizagao,
em rotagcdo orbital horizontal, por 2 horas a 4°C e posteriormente foram
centrifugados a 10.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
acondicionado em um novo tubo cénico plastico individual, sendo que essa fragao
liguida contém as proteinas extraidas da placenta, e armazenadas a -80°C até o
momento do uso. Uma fracdo do sobrenadante de cada amostra proveniente do
processo de extragcdo proteica foi submetida ao protocolo de quantificacdo de
proteinas pelo ensaio de Bradford se baseia na mudanga de absorvancia do corante
Coomassie Brilliant Blue (cat. #86916; Sigma). Posteriormente, a placa foi lida em
um comprimento de onda a 595 nm (Thermoplate, TP reader).

Em seguida, 60 ug de proteina foram utilizados para a preparacao da amostra,
na qual o volume total foi completado para 10 uL com tampao Rippa Buffer (cat.
#R0278; Sigma) e, em seguida, acrescentado 33% (3,3 uL) de tampao de amostra
[950 pL de tampao de amostra (anexo 3), 50 uL de B-mercaptoetanol], preparadas
individualmente em um tubo cénico plastico (1,5 mL). As amostras foram levadas ao
aquecimento a 99°C por 10 minutos e resfriadas em banho de gelo, por 10 minutos,
imediatamente apos esse periodo. A seguir, preparou-se o gel SDS-PAGE de
corrida 10% e o gel de concentragdo de amostra (anexo 3). A cuba foi montada com
o tampao de eletroforese [200 mL tampéao de eletroforese 10X (anexo 3), 1800 mL
H,O destilada]. As amostras (13,3 uL de cada amostra), bem como o padrédo de
peso molecular (10 uL; PageRuler™, Prestained Protein Ladder, 10-180 kDa), foram
aplicados individualmente nos pogos do gel de concentragéo, e a corrida ocorreu a
4°C, por 2 horas, a 100 V. Posteriormente, realizou-se a transferéncia das proteinas
do gel para membrana de nitrocelulose (cat. #GE10600004; Sigma), através da
técnica de sanduiche (respeitando a sequéncia de montagem: esponja, papel de
filtro, gel, membrana, papel de filiro e esponja), evitando-se a formagao de bolhas na
montagem. Os sanduiches foram acondicionados em cassetes especificos e
colocados em uma cuba de eletroforese repleta de tampao de transferéncia [100 mL
de tampao de transferéncia 10X (anexo 3), 200 mL de metanol, 700 mL de H,;O
destilada] e com um cassete com gelo. A transferéncia ocorreu a 4°C, 100 V, por 2
horas. Apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi entdo colocada em um
recipiente e adicionado solugdo de Ponceau [200 mg Ponceau S, 1 mL &cido
acético, H,O destilada g.s.p 100mL], por 30 segundos, para verificagdo da correta

transferéncia das amostras do gel para membrana e averiguacdo de possiveis
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bolhas formadas no processo de transferéncia. Apds a verificagdo do sucesso da
transferéncia das proteinas do gel para a membrana, essa foi lavada com TBS-T [50
mL TBS-T 10X (anexo 3), 0,5 mL Tween 20, 450 mL H»O destilada; 5 minutos cada
lavagem] até retirar todo excesso de solugéo de Ponceau.

Apoés, procedeu-se o bloqueio dos sitios inespecificos com leite 5%, submetendo
as membranas a agitacéo (orbital e horizontal) constante por uma hora, temperatura
ambiente e as membranas foram incubadas com os respectivos anticorpos primarios
(Tabela 1). Essa incubacgao foi realizada por um periodo de 12 horas, a temperatura
de 4°C, em constante agitacdo horizontal em orbital. Em seguida, as membranas
foram lavadas 3 vezes, por 10 minutos, com tampao TBS-T e incubadas com seus
respectivos anticorpos secundarios (Tabela 1), conjugados com peroxidase, por 1
hora, a temperatura ambiente e sob constante agitagdo horizontal em orbital.

Apé6s a incubacdo com os anticorpos secundarios especificos, as membranas
foram lavadas 3 vezes, por 10 minutos cada, com TBS-T e a deteccéo dos sinais foi
realizada com reagente para detec¢cdo de quimioluminescéncia (cat. #32209; Pierce
ECL Western Blotting Substrate, Thermo Fischer). Por fim, o sinal de
quimioluminescéncia foi detectado em um equipamento fotografico compativel
(ImageQuant LAS 4000). A intensidade das bandas foi avaliada utilizando o software

Uni Scan gel 6.1.Para normalizagdo das membranas, utilizou-se a expresséo de

B-actina.

Tabela 1: Relagdo dos anticorpos primarios e secundarios e suas respectivas diluigoes.

Anticorpo

Anticorpo Primario Peso Molecular Diluicdo - Diluicao
Secundario
OGA 130 KDa 1:500 coelho 1:2000
(#4200311; Sigma-Aldrich)
OGT 110-117 KDa 1:500 coelho 1:2000
(#ab50273; Abcam)
B-actina 42 KDa 1:3000 camundongo  1:5000

(#ab8227; Abcam)

3.1.6 Morfometria
Apds remocao das placentas, uma parte foi acondicionada em cassetes e
fixadas em solugdo de Methacarn (60% metanol, 30%, cloroférmio, 10% &cido

acético) durante 3 horas, a 4°C, sob agitagcédo constante. O volume do fixador foi 20
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vezes maior que o da pega coletada. Em seguida, as placentas foram desidratadas
em sucessivos banhos de alcool 70%, 80% e alcool absoluto durante 30 minutos
cada banho, sob agitagcdo. Uma vez desidratadas, as placentas foram diafanizadas
(clarificadas) em trés banhos de xilol por 30 minutos cada banho, sob agitacao.
Posteriormente, as placentas foram infiltradas e inclusas em parafina.

Com auxilio de um micrétomo, foram realizados cortes de 5 ym da placenta.
Em seguida, os cortes foram esticados em um banho de flutuagéo a 50°C, coletados
do banho em |aminas de vidro previamente tratadas com poli-L-lisina 0,1% (Sigma) e
levados a estufa, 60°C, para secagem.

As laminas com os cortes foram submetidas ao processo de desparafinizagdo
em trés banhos sucessivos de xilol, durante 30 minutos cada. Posteriormente, as
mesmas foram hidratadas em dois banhos com alcool etilico absoluto, um banho
com alcool 95% e um com alcool 70%, durante 30 minutos cada, seguido de um
banho em agua destilada durante 15 minutos.

Para analise morfolégica, realizou-se coloragdo com hematoxilina-eosina na
qual as laminas foram coradas com hematoxilina de Harris durante 1 minuto,
lavadas em agua corrente durante 10 minutos e em agua destilada por 10 minutos.
Em seguida, essas coradas com eosina aquosa durante 30 segundos. As laminas
foram entdo desidratadas em um banho de alcool 95% e em dois banhos de alcool
absoluto, durante 10 minutos cada e diafanizadas em dois banhos de xilol, durante 5
minutos cada. Por fim, foi realizada a montagem das |aminas utilizando ENTELAN
como meio de adesdo entre lamina e laminula. As imagens foram observadas
através de uma lupa (Zeiss Stemi 2000-C) com uma objetiva de aumento de 1,15x.
Imagens de placentas foram capturadas usando uma camera digital Canon Power
Shot G5 (Canon EUA, Lake Success, NY, EUA). A area da zona juncional e do
labirinto foi medida em (mm?) utilizando-se o software IMAGE - PRO PLUS (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

3.1.7 Imunohistoquimica

Apos o processo de desparafinizagdo como descrito anteriormente, uma parte
das laminas foi submetida ao processo de recuperagao antigénica através da
incubagcdo dos cortes em tampéo citrato (cat. #ab64236; diluido a 1X), a 95°C,
durante 25 minutos. Posteriormente, os cortes foram tratados com perdxido de

hidrogénio (H202) a 3% (v/v) em tampéo fosfato salino [100 mL PBS 1 M (anexo 3),
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H,0 destilada g.s.p 100 mL, pH 7,2-7,4], durante 30 min, a fim de bloquear atividade
da peroxidase endogena. As seguintes etapas foram seguidas por 3 banhos com
tampéao (PBS 0,1 M — pH 7,2-7,4), durante 5 minutos cada. Todas as etapas foram
realizadas em uma camara umida, e foi tomado cuidado para evitar a desidratagcao
dos cortes. Para reduzir a marcacido de sitios antigénicos inespecificos
(background), as laminas foram bloqueadas por imers&o na solugdo Cas-Block (cat.
#008120; Life Technologies) e subsequentemente pelo soro de cabra (cat. #16210-
064; Gibco), durante 30 minutos cada um. Os cortes histologicos foram incubados
com o anticorpo primario anti-O-GIcNAc (#07764; Sigma-Aldrich), 1:50 diluido em
PBS contendo Tween 20 a 0,3% (v/v), overnight, a 4°C. Apos extensa lavagem com
PBS, todas os cortes foram incubados durante 1 hora, a temperatura ambiente, com
anticorpo secundario IgG anti-mouse conjugado com peroxidase, 1:500 diluido em
PBS. A reacéo da peroxidase foi visualizada usando o kit NovaRED (cat. #SK4800;
Vector). Apds imunocoloragdo, as segdes foram levemente coloradas com
hematoxilina de Mayer (Merck). Para cada reagdo imunohistoquimica, os controles
foram realizados por incubagdo dos cortes com PBS ou por omissdo do anticorpo
primario. Os cortes foram examinados em um microscopio Zeiss Axioskop 2 e as
imagens foram capturadas usando uma camera digital (Canon) e o software KS 100
3.0 (Zeiss). As imagens foram analisadas usando o software IMAGE-PRO PLUS
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), onde as células coradas e néo
coradas foram contadas individualmente e sao apresentadas como células

marcadas e ndo marcadas, descritas em porcentagem.

3.1.8 Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média * erro padrdo da média (EPM) e "n"
representa o numero de animais utilizados no experimento. A analise estatistica foi
realizada usando o programa Prisma (GraphPad Prism 5.0, Graph Pad Software
Incorporated, CA) (GraphPad Software Inc.), como ANOVA de uma via seguida de
pos-teste de Tukey; ou com teste t Student, em comparagdo com o respectivo grupo
controle, como indicado na figura da legenda. Os valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Para as andlises de morfometria e
imunohistoquimica, ndo houve diferenga entre os dois grupos controles. Dessa
forma, apenas uma imagem representativa correspondente ao grupo controle foi

utilizada.
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3.1.9 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar de 12 a 14 semanas de idade (200-250 g). Os
animais foram mantidos com livre oferta de agua e ragdo, em uma temperatura de
21 £ 1°C, com ciclos de claro e escuro de 12 horas cada. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica de Experimentacdo Animal
n° 23108.902445/2018-61 (anexo 2) e estdo de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagcdo Animal.

3.1.10 Acasalamento

Ratas Wistar virgens foram mantidas com machos Wistar durante o periodo
noturno (18:00 - 08:00 horas), em uma proporcao de 4 fémeas para cada macho. Os
machos foram separados as 8:00 horas do dia seguinte. Determinou-se a presencga
de espermatozoides e células queratinizadas do ciclo estral por observacao do
esfregaco vaginal na manha subsequente (08:00 - 10:00 horas). Em caso positivo
para a presenca de espermatozoides, este foi considerado o dia zero de prenhez e
as ratas eram, doravante, dispostas em gaiolas individuais com forragem de
maravalha, com livre acesso a agua e ragao durante todo o periodo gestacional.
Ratas nao prenhes foram mantidas em gaiolas individuais pelo mesmo periodo, para

mimetizar as condigbes experimentais.

3.1.11 Tratamento com glucosamina
Ratas prenhas (P) e ndo prenhas (NP) foram tratadas com glucosamina (300
mg/Kg; via intraperitoneal) ou veiculo (salina) por 21 dias (periodo gestacional; grupo

prenhe). O grupo NP recebeu o tratamento pelo mesmo periodo de tempo (21 dias).

3.1.12 Reatividade vascular

Na manha do 21° dia de gestacdo, ou em um tempo equivalente para as ratas
NP, os animais foram anestesiados, com pentobarbital sodico (3%) na dose 1,5g/Kg,
e uma laparoscopia foi realizada para remoc¢éo da artéria uterina. As ratas foram
eutanasiadas em camara de gas carbénico (CO3) e o utero com a vasculatura ligada
foi excisada e colocada em solugao fisioldgica de Krebs [(mM) NaCl, 130; NaHCOs3,
14,9; KCI, 4,7; KH,PO4, 1,18; CaCl,.2H,0, 1,56; EDTA, 0,026; Glicose 5,5]. As

principais artérias uterinas foram isoladas por dissec¢do de tecido adiposo e
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conjuntivo. Uma parte das artérias uterinas foi congelada imediatamente em
nitrogénio liquido e armazenada a -80°C para analises subsequentes.

Segmentos de 2 mm de comprimento das artérias uterinas foram montados em
um miégrafo (Mulvany-Halpern, modelo 610M, Danish MyoTech) para medigbes de
forca isométrica. As cubas contendo os anéis da artéria uterina foram emersos em
solucdo fisiolégica de Krebs e receberam constantemente uma mistura de gases
contendo CO; (5%) e Oz (95%), a 37°C. A integridade do vaso, apds estabilizagao,
foi verificada através do estimulo contratil produzido por uma solugcdo de cloreto de
potassio (KCI, 120 mM) e a integridade do endotélio através da solugao de fenilefrina
[FE (1 uM)] e posteriormente acetilcolina [ACh (3 pM)] para induzir o relaxamento
endotélio-dependente. Os anéis que apresentaram relaxamento menor de 80%
foram considerados sem endotélio funcional e excluidos da analise final do
experimento. Apos sucessivas lavagens com Krebs, o relaxamento dependente de
endotélio foi avaliado em artérias inicialmente contraidas com U-46619 (analogo do
tromboxano; 3 uM) através de curva de concentragao-resposta para ACh (1 nM - 30
MM) na presenga e auséncia do inibidor inespecifico da NOS [N(G)-Nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) 100 uM; 30 minutos de incubagdo). O relaxamento
independente de endotélio foi avaliado através de curva de concentragédo-resposta
para nitroprussiato de sédio [(NPS); doador de éxido nitrico - 100 pM - 10 uM] em

artéria inicialmente contraidas com U-46619 (3 pM).

3.1.13 Western blot

A técnica foi realizada conforme descrito anteriormente (3.1.5). As artérias
uterinas foram mantidas a -80°C até o momento do seu uso. Inicialmente, estas
foram pulverizadas mecanicamente e transferidas para tubos cénico plastico
(capacidade de 500 pL) ao qual foram adicionados 25 pyL de tampao Rippa Buffer
acrescido de 10% de inibidor de proteases. Devido ao tamanho muito pequeno das
artérias, um pool de 2 a 3 animais foi necessario para perfazer um n=1. Os tubos
foram homogeneizados em vortex (10 segundos) a cada 15 minutos por 2 horas e
mantido a 4°C nos intervalos. Posteriormente, estes foram centrifugados a 10.000
rom, por 15 minutos, a 4°C. Uma fragcdo do sobrenadante de cada amostra
proveniente do processo de extracdo proteica foi submetida ao protocolo de

quantificagao de proteinas pelo ensaio de Bradford.
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Em seguida, 30 ug de proteina foram utilizadas para correr em um gel SDS-
PAGE de corrida 8%, a 4°C, 100 V, por 2 horas. Posteriormente, realizou-se a
transferéncia das proteinas do gel para membrana de nitrocelulose a 4°C, 100 V, por
2 horas. Os sitios inespecificos foram bloqueados com leite 5% e as membranas
foram incubadas com os respectivos anticorpos primarios (Tabela 2). Essa
incubacao foi realizada por um periodo de 12 horas, a temperatura de 4°C, em
constante agitagao horizontal em orbital. No dia seguinte, as membranas fora tratdas
com os respectivos anticorpos secundarios (Tabela 2).

A deteccdo dos sinais foi realizada com reagente para deteccdo de
quimioluminescéncia. Por fim, o sinal de quimioluminescéncia foi detectado em um
equipamento fotografico compativel (ImageQuant LAS 4000). A intensidade das
bandas foi avaliada utilizando o software Uni Scan gel 6.1. Para normalizagéo das

membranas, utilizou-se a expressao de -actina.

Tabela 2: Relagao dos anticorpos primarios e secundarios e suas respectivas dilui¢ées.

- L Peso I Anticorpo I
Anticorpo Primario
P Molecular Diluigao Secundario Diluigao
(#07762-gl'CNAcAId ch) Varios 1:500  camundongo  1:2500
; Sigma-Aldric
Phospho-eNOS > 140KDa  1:500 coelho 1:5000
(#9571s; Cell Signaling)
Total-eNOS 140 KDa  1:1000 camundongo  1:5000
(#610297; BD Biosciences)
phospho-GSK3p®* 46 KDa  1:250 coelho 1:5000
(#9322s; Cell Signaling)
phospho-GSK3p™'® 46 KDa 1:250  camundongo  1:5000
(#612313; BD Biosciences)
Total-GSK3f 46 KDa 1:250 coelho 1:5000
(#12456s; Cell Signaling)
Total-Akt 60 KDa  1:1000 coelho 1:5000
(9272s#; Cell Signaling)
oGt 110 KDa  1:1000 coelho 1:5000
(#24083s; Cell Signaling)
B-actina 42 KDa 1:10000 camundongo  1:50000

(#A3854; Sigma-Aldrich)

3.1.14 Andlise estatistica
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Os dados séo apresentados como média + desvio padréo (DP) e “n” representa o
numero de animais usado nos experimentos, com exce¢do das amostras para a
técnica de western blot que tiveram um pool. O relaxamento da artéria uterina é
expresso como porcentagem de alteracao dos niveis inicialmente contraidos com U-
46619. As curvas concentragdo-resposta foram analisadas por analise nao-linear log
(agonista) vs. resposta pelo programa Prisma (GraphPad Prism 5.0, Graph Pad
Software Incorporated, CA) e dois parametros farmacoldgicos foram obtidos através
dessas curvas: O efeito maximo gerado pela agonista (Emax) € 0 logaritmo negativo
da concentracdo molar que causa 50% da resposta maxima (ECsp). Valores com

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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CONCLUSOES

5. CONCLUSOES

A O-GIcNAc exerce fungdes fisiologicas essenciais durante o periodo
gestacional, destacando-se o desenvolvimento placentario. Entretanto, seu aumento
exacerbado, comumente visto em diversas condi¢gdes patoldgicas, pode resultar em
desenvolvimento placentario anormal e acarretar prejuizos no desenvolvimento fetal.
Para além, durante o periodo gestacional, a artéria uterina desempenha um papel
fundamental no aporte nutricional para a placenta e o feto em desenvolvimento.
Aumento de O-GIcNAc (proporcional a severidade da hiperglicemia) resulta em uma
disfungéao placentaria, na qual todas as regides da placenta (destacando-se labirinto
e ZJ) apresentam células alvo para essa MPT. De fato, a fungao da artéria uterina se
encontra prejudicada frente ao aumento de O-GIcNAc em ratas NP e que a
gestagado, apresenta um papel protetor frente a disfungdo endotelial causada pelo
tratamento com glucosamina. Esses resultados demonstram a importancia de se
estudar essa MPT bem como estratégicas farmacolégicas que evitem a O-
GIcNAcilagéo de proteinas placentarias/da artéria uterina ou melhorar o0 sucesso

gestacional em condi¢des patologicas.
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ANEXO

7. ANEXO (S)

7.1 Anexo 1 — Comité de ética artigo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO &%E !
CEWUA
@ COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS -

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N° 23108.120946/2015-83, sobre “Avaliagdo de N-
acetil glucosamina (O-GIcNAc) em tecido placentario”, sob a responsabilidade de
Prof® Dr® FERNANDA REGINA CASAGRANDE GIACHINI VITORINO/Vanessa
Dela Justina & Col., esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
(CONCEA), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)-
UFMT em reunido ordinaria de 04/03/2016.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N° 23108.120946/2015-83, entitled “N-acetyl
glucosamine (O-GIcNAc) expression in placental tissue”, is in agreement with the
Ethical Principles for Animal Research established by the National Council for Control
of Animal Experimentation (CONCEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in the Use of Animals (Federal University of Mato Grosso —
UFMT) on Mar 04, 2016.

Cuiaba-MT, 07 de margo de 2016.

Prof. Dr. Roberto Vilela Veloso Prof. Dr. Daniel Moura de Aguiar

Presidente Vice-Presidente

48



ANEXO

7.2 Anexo 2 — Comité de ética artigo 2

@ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO iaEM !‘
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS COMITE DE ETicA o Uso oE AuBAS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N2 23108.902445/2018-61, sobre “Influéncia da O-
Glicosilagdo com N-acetilglucosamina (O-GIcNAc) na funcdo vascular da artéria
uterina de ratas durante a prenhez”, sob a responsabilidade de Profa. Dra.
Fernanda Regina C. G. Vitorino, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no

Uso de Animais (CEUA)-UFMT em reunido ordindria de 27/04/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N223108.902445/2018-61, entitled “Influence of O-
linked N—écetylglucosamine (O-GlIcNAc) on the vascular function of the uterine
artery from rats during pregnancy”, is in agreement with the Ethical Principles for
Animal Research established by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA). This project was approved by the institutional

Committee for Ethics in the Use of Animals (Federal University of Mato Grosso —

UFMT) on April, 2018.

Cuiaba-MT, 27 de abril de 2018.

aniel Moura de Aguiar Profa. Dra."Suélem Aparecida de Franca
Presidefite Vice-Presidente

Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT Telefone: (65) 3615 8829
Cidade Universitaria — Av. Fernando Correa da Costa, 2.367 Fax.: (65) 3615 8254
Bairro Boa Esperanca — CEP 78060-900 — CUIABA-MT, Brasil. E-mail: cepa@ufmt.br
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ANEXO

7.3 Anexo 3 — Preparo de solugoes

e Tampéo Citrato 0,1 M
Solugéo A: Acido citrico (10,5 g dissolvido em 500 mL de H,O destilada)
Solucao B: Citrato de sédio (14,7 g dissolvido em 500 mL de H,O destilada)

Para preparar 500 mL de tampao citrato 0,1 M, combinar 450 mL de H,O
destilada com 9 mL da solugcéo A e 41 mL da solugao B. Ajustar pH para 6,5.
e Tampao de Amostra
Glicerol 50% (15 mL), DTT 250 mM (1,1157 g), Tris 1 M (9,375 mL), Azul de
Bromofenol 0,02% (3 mg), H,O milli-Q: q.s.p. 30 mL, pH 6,8.
e Gel de Corrida
Acrilamida/Bis solution 30%, 37,5:1 (Bio-Rad) (12,5 mL), Tris HCI 1.5 M, pH 8.8 (16,6
mL), Persulfato de Amdnio 10% (500 yL), TEMED — (Pro-Pure) (20 pL), H,O (20
mL).
e Stacking Gel
Acrilamida/Bis solution 30%, 37,5:1 (Bio-Rad) (2 mL), Tris HCI 0.5 M, pH 8.8
(15,2mL), Persulfato de Aménio 10% (120 L), SDS 10% (120 uL), TEMED - (Pro-
Pure) (12 pL), H,O milli-Q (8,4 mL).
e Tampao de Eletroforese 10X — 1L
Tris 250 mM (30,3 g), Glicina 1,92 M (144,1 g), SDS 1% (10 g), pH 8,3-8,4.
e Tampao de Transferéncia 10X — 1L
Tris 250 mM (30,3 g), Glicina 1,92 M (144,1 g), pH 8,3-9,3.
e TBS-T10X-1L
NaCl 1,6 M =93,50 g, Tris 0,2 M = 24,23 g ou 200 mL de Tris 1M, pH 7,5.
e Tampéo Fosfato Salino (PBS)1M—-0,5L
NaCl (43,95 g), KH2PO4 (1,37 g), NaoHPO4 (5,675 g), pH 7,2-7,4.
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