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RESUMO

Os disturbios gestacionais hipertensivos sdo bem conhecidos por causar parto
prematuro, perda da gravidez e morbimortalidade materna. Infelizmente, o inicio da
condicao hipertensiva geralmente é notado ap6s a 202 semana de gestacao, limitando
a capacidade de diagnostico precoce. Como protagonista durante a gestacédo, a
placenta é diretamente responsavel por modular a fisiologia local e sistémica e o
comportamento celular durante a remodelacao vascular, comunicando-se por meio da
liberacao de vesiculas extracelulares, principalmente exossomos. Os exossomos da
placenta liberados na circulacdo materna tém a capacidade de se espalhar local e
sistemicamente e modular a fung&o celular durante a gestacdo normal e hipertensiva.
Para entender melhor as diferencas na composicdo do plasma sanguineo periférico
enriquecido com exossomos e a presenca de biomarcadores para o inicio de uma
gestacao hipertensiva, o plasma sanguineo periférico de 35 mulheres gravidas (20
controles, 15 hipertensas) com e sem hipertensdo foi avaliado por microscopia
eletrbnica de varredura e espectroscopia Raman. A andlise de microscopia eletrénica
de varredura mostrou que as amostras de plasma eram enriquecidas com exossomos
de 50-150nm, ndo contendo vesiculas grandes e corpos apoptdéticos (> 180nm). A
espectroscopia Raman mostrou diferencas na analise de componentes principais
(PCA), com 62% de variacdes no PC1. A maioria das diferencas foi encontrada nos
aminoéacidos, com aumento de metionina e triptofano e niveis mais baixos de tirosina,
arginina e leucina. Além disso, foram encontrados aumento nas moléculas da
estrutura do DNA, alteracdes no acido miristico, amida | e amida Il, carotenoides e
fosfolipidios. Os niveis mais elevados de fosfolipidios e compostos estruturais de RNA
podem sugerir que o enriquecimento do plasma com exossomos pode fornecer uma
melhor visualizagdo da carga do exossomos durante o inicio da gestagdo, além de
apresentar possiveis novos biomarcadores metabolicos para disturbios gestacionais
hipertensivos. Considerando isso, 0 uso de plasma enriquecido com exossomos como
fonte de biomarcadores de gestacdo pode fornecer uma visdo precoce da
comunicacao placentaria na interface materno-fetal, com potencial para se tornar uma
ferramenta poderosa para diagnostico diferencial e progndstico no final da gravidez.

Palavras-chave: gestagéo, Hipertensdo Induzida pela Gravidez, microvesiculas.



ABSTRACT

Hypertensive gestational disorders are well known to lead to preterm birth, pregnancy
loss and maternal morbidity and mortality. Unfortunately, the onset of hypertensive
condition is generally noticed after 20th weeks of gestation, limiting the ability of an
earlier gestation diagnosis. As the major player during gestation, the placenta is
directly responsible for modulating local and systemic physiology and cellular behavior
during vascular remodeling, communicating through the release of extracellular
vesicles, especially exosomes. Placental exosomes released at the maternal
circulation have the ability to spread locally and systemically and modulates cellular
function during normal and hypertensive gestation. To better understand the
differences on exosome enriched peripheral blood plasma composition and the
presence of biomarkers for the onset of a hypertensive gestation, the peripheral blood
plasma of 35 pregnant women (20 controls, 15 hypertensive) with and without
hypertension were evaluated by scanning electron microscopy and Raman
spectroscopy. The scanning electronic microscopy analysis showed that plasma
samples were enriched with 50-150nm extracellular vesicles (exosomes), not
containing large vesicles and apoptotic bodies (>180nm). Raman spectroscopy
showed differences in principal component analysis (PCA), with 62% of variations in
PC1. Most differences were found on amino acids, with increased methionine and
tryptophane, and lower levels of tyrosine, arginine and leucine. Additionally, increased
DNA backbone molecules, alterations on myristic acid, amide | and amide |II,
carotenoids and phospholipids were found. The higher levels of phospholipids and
RNA structural compounds may suggest that the enrichment of plasma with exosomes
can provide a better view of exosome cargo during early gestation, as well as
presenting novel metabolic biomarkers for hypertensive gestational disorders.
Considering that, the use of exosome enriched plasma as a source of gestation
biomarkers can provide an early marker of placental communication at the maternal-
fetal interface, with the potential to become a powerful tool for differential diagnosis
and late-pregnancy prognosis.

Keywords: pregnancy, Pregnancy-Induced Hypertension, microvesicles.
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INTRODUCAO

A gestacao, o parto e nascimento sS40 momentos de maior impacto na vida de
individuos e familias, pois apesar de nao configurar doenca, tal momento requer
cuidados e atencdo de uma equipe multidisciplinar, garantindo o resultado esperado
por eles e/ou 0 minimo possivel de eventos indesejados. Nesta perspectiva sabemos
gue a placenta toma uma funcao essencial, sendo um 6rgéo transitério singular e com
funcdes elementares como as trocas gasosas, o transporte de nutrientes, a excregao
de metabdlitos, a producdo de horménios e a transmissdo de anticorpos (ZUGAIB,
2016; SADLER, 2016).

Dentre as doencgas gestacionais de origem placentaria esta a pré-eclampsia,
uma das principais causas de mortalidade materna em diversos paises, que apresenta
placentacdo de forma superficial devido a invasao debilitada do sinciciotrofoblasto no
estroma uterino (SILVA et al., 2016; ALPOIM et al., 2013). Assim, ha déficit na
remodelacdo das artérias espiraladas uterinas, que deveriam modificar sua
conformacdo para aumentar o aporte de oxigénio e nutrientes, comprometendo o
desfecho gestacional e causando uma desordem inflamatdria e hipertensiva sistémica
na gestante (ALPOIM et al., 2013). Estima-se que a pré eclampsia complica de 2 a
8% das gestacdes em todo o mundo; na Ameérica Latina e no Caribe, os disturbios
hipertensivos da gravidez sdo responsaveis por quase 26% das mortes maternas
(ACOG, 2019). Para reducao destas mortes sdo necessarias estratégias como as de
diagnéstico precoce, com possibilidade de uso de vesiculas extracelulares de origem
placentaria (ZUGAIB, 2016).

Os mecanismos envolvidos no controle do processo de placentacao ainda néo
foram totalmente elucidados. Neste contexto, recentemente, foi descrito o
envolvimento de microvesiculas extracelulares no controle dos processos de adeséo
e invasao das células trofoblasticas ao compartimento uterino materno. Desta forma,
a possibilidade de isolamento e caracterizacdo das microvesiculas de origem
trofoblastica, na corrente sanguinea materna durante a gestacéo, € uma ferramenta
gue permite o estudo da atividade das células trofoblasticas durante o processo de
placentacdo. Como resultado, as diferengcas encontradas na producdo das
microvesiculas em gestantes normais e patologicas poderiam elucidar possiveis

mecanismos envolvidos no desenvolvimento normal e anormal da placenta, assim
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como, mecanismos de comunicacg&o celular na interface materno-fetal (THERY et al.,
2018; PILLAY et al., 2017).

O diagnoéstico por meio de técnicas modernas investigando microestruturas
presentes nos fluidos corporais tem avancado juntamente com a tecnologia em saude
(SHAO et al., 2018). As vesiculas extracelulares, neste contexto, sdo algumas das
microestruturas promissoras a respeito de seus papeis bioldgicos (SHAO et al., 2018).
Também denominadas microvesiculas, microparticulas, exomossos ou ectossomos
(CHEN et al., 2018; THERY et al., 2018), foram pela primeira vez descritas em 1967
por Wolf (1967).

Ja foram encontradas evidéncias de que as vesiculas extracelulares podem ser
potenciais marcadores diagnosticos para o cancer, pela observacéo do seu papel na
promoc¢ao do crescimento tumoral; assim como para as doencgas renais; autoimunes
e gestacionais (SUN et al., 2018; MERCHANT et al., 2017; YANEZ-MO et al., 2015;
TONG; CHAMLEY, 2015). Nas patologias gestacionais, as causas sao muitas vezes
relacionadas a alteracbes na placentacédo; assim, dependendo da qualidade da
formagcdo embriologica desta estrutura, a placenta libera de forma diferenciada

vesiculas extracelulares para a circulacdo materna (TONG; CHAMLEY, 2015).

A liberacao destas estruturas para a circulacdo materna ocorre especialmente
na primeira metade da gestacdo, pelo trofoblasto extraviloso - responsavel pelo
remodelamento da delicada estrutura muscular das artérias espiraladas uterinas
(TONG; CHAMLEY, 2015). Pouco se sabe acerca da finalidade destas vesiculas a
nivel sistémico; contudo, foi observado que na pré-eclampsia sua liberacdo esti
aumentada em relagdo a uma gestacdo com placentacdo normal (PILLAY et al.,
2017). O papel das vesiculas extracelulares foi sugerido por Pillay et al., (2017) como
importante para a comunicacdo materno-fetal tanto em gestacdes normais quanto em
patolégicas, estando também associado aos aspectos imunolégicos da gestacao.
Estes fatores elevam seu potencial como biomarcadores precoces de risco
gestacional (PILLAY et al., 2017).

Este estudo almejou alcancar beneficios na protecdo ao binbmio materno-fetal
e na garantia do crescimento e desenvolvimento saudavel da futura crianca, visto que

sem um diagndstico precoce as doencas gestacionais podem ter desfechos
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incapacitantes e letais para ambos (ACOG, 2019, SILVA et al., 2016; ALPOIM et al.,
2013). Este propodsito se encontra em consonancia com o objetivo 3, dos Obijetivos
para o Desenvolvimento Sustentavel da Organizacdo das Nac¢des Unidas, que trata
de “Assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as
idades” (UN, 2015). Na mortalidade materna, a intencdo € de reducéo deste indice
visto que nos paises em desenvolvimento se encontra 14 vezes maior que nos
desenvolvidos (UN, 2015).
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 GESTACAO E PLACENTACAO
1.1.1 Invasao e placentagao

A placenta é um érgao transitorio, constituido por duas estruturas principais: a
porcdo fetal, formada pelo cérion viloso; e a porcdo materna, formada pela decidua
basal (MOORE; PERSAUD, 2008). Seu processo de formacéo inicia-se logo apos a
fertilizacdo (ZUGAIB, 2016). O cérion viloso é circundado externamente por células
do sinciciotrofoblasto e revestidos internamente por células citotrofoblasticas,
posicionadas sobre o mesénquima embrionério rico em capilares fetais e células de
Hofbauer, que sdo macréfagos fetais, dos quais realizam atividade secretéria ativa,
fornecendo fatores que regulam o crescimento e a particularizacéo do préprio tecido
conjuntivo e dos vasos fetais. (MOORE; PERSAUD, 2008; ZUGAIB, 2016).

Na porcdo materna da placenta encontramos as células deciduais,
responsaveis pelo processo de decidualizacdo, necessario para o0 sucesso da
implantagdo embrionaria, as células imunolégicas maternas, os capilares e artérias
uterinas (BOYD, HAMILTON, 1970). Assim que o0 processo de implantagéo
embrionéria tem seu inicio e as células trofoblasticas invadem o estroma uterino
materno, esta invasdo € importante para a formacdo placentaria, as células
sinciciotrofoblasticas abrem os capilares uterinos mais superficiais, difundindo o
sangue materno na interface entre embrido-endométrio, formando a primeira regido
de trocas gasosas e de nutrientes (BOYD, HAMILTON, 1970; ELLIOT, CRESPI,
2009). Posteriormente, grupos de células citotrofoblasticas que revestem
internamente o corion viloso, formam os vilos de ancoragem junto ao estroma uterino
materno, a partir deste ponto, células citotrofoblasticas extrapolam os limites dos vilos
coribnicos e invadem o estroma uterino. Estas células passam entdo, a serem
classificadas como células citotrofoblasticas extravilosas (CTEV) (RED-HORSE et al.,
2004).

As CTEV apresentam grande atividade invasiva, povoando o estroma
endometrial sob a forma de células trofoblasticas gigantes multinucleadas, ou,

invadindo e remodelando a estrutura vascular das artérias espiraladas uterinas,
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modulando o aporte sanguineo que chega a placenta e interagindo com o sistema
imunolégico materno (BENIRSCHKE, KAUFMANN, BARGEN, 2006; KAUFMANN,
CASTELUCCI, 1997; KEMP et al., 2002; LOREGGER et al., 2003). Este conjunto de
modificacbes celulares e interacdes materno-fetais, permitem que a placenta em
formacao controle com eficiéncia as trocas gasosas, sua capacidade de sintese e
secrecao de hormonios e proteinas regulatorias, a hematopoiese e a imunorregulacao
do sistema imune materno (BENIRSCHKE, KAUFMANN, BARGEN, 2006).

1.1.2 Regulacéo da Placentacao

Dentre as moléculas e fatores mais conhecidos na regulagdo e controle do
correto processo de placentacao estdo hormonios, fatores de crescimento, citocinas,
guimiocinas, moléculas de matriz extracelular (glicosaminoglicanos, proteoglicanos,
matriz metaloproteinases, microRNAs e concentragao de oxigénio (CORVINUS et al.,
2003; XU et al., 2003; YAGEL et al., 1990). Estas moléculas sofrem efeitos da
homeostase no organismo, assim fatores como a caréncia nutricional, desequilibrio
glicémico, infeccbes, desordens hipertensivas, uso de drogas, alcoolismo e tabagismo
e doencas autoimunes podem influenciar o processo de placentacdo, levando a
alteracdes placentarias e gestacionais (TEDNER et al., 2012; VO, HARDY, 2012).
Como consequéncia, estas alteracdes na interface materno-fetal durante o processo
de placentacdo e desenvolvimento embrionario, podem estimular o aparecimento de
patologias que influenciardo até mesmo a vida adulta do recém-nascido (TEDNER et
al., 2012; VO, HARDY, 2012).

Para o sucesso da gestacao, é essencial que ocorram modificacdes no perfil
de producao de moléculas imunoreguladoras. Inicialmente, o processo de implantacao
embrionaria cria um perfil imunolégico pro-inflamatorio (Thl), na interface materno-
fetal, com a producédo de TNF-a, IL-2 e interferon gama (IFN-g) (CHAOUAT, 2007).
Com o desenvolvimento da gestacdo, ha uma mudanca de perfil Thl para Th2, que é
anti-inflamatorio, além de um perfil Treg. (célula T reguladora), com secrecao de
interleucinas IL-4, IL-6, IL- 9 e IL-10 (CLARK, 1999; RAGHUPATHY, 1997). Além dos
linfécitos, os macrofagos, as células dendriticas e as células natural killer uterinas,
participam ativamente do desenvolvimento e da regulacdo dos processos de
implantagdo embrionaria e placentagdo. Seja na tolerancia imunoldgica ao embrido

implantando, na imunomodulagcdo das demais células do sistema imune materno ou
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na regulacdo da atividade das células trofoblasticas e homeostase do tecido
endometrial (KAMMERER et al., 2000; LASKARIN et al., 2007; MOR, ABRAHAMS,
2003; SHIMADA et al., 2006).

A placenta conserva, a partir do quarto més até o termo, a estrutura geral
desenvolvida até entdo. Apesar disto algumas mudancas sdo observadas como a
interrupcao da proliferacdo do citotrofoblasto, o citotrofoblasto das vilosidades torna-
se rarefeito, fazendo o sincicio unir-se ao endotélio capilar (membrana sinciciocapilar).
Progressivo espessamento da placenta formando os septos intercotiledonares.
Ocorréncia de aumento placentario, especialmente pelo aumento de vilosidades
periféricas (entre 252 a 36® semana), reduzindo nas ultimas quatro semanas de
gestacado, o que resulta em reducédo da superficie de troca materno-fetal (ZUGAIB,
2016).

1.1.3 Células trofoblasticas extravilosas

As células trofoblasticas extravilosas (CTEV) possuem dois fendtipos
conhecidos: as proliferativas e as invasivas. As CTEV com fenoétipo proliferativo se
organizam em colunas celulares proximais as vilosidades coridnicas. Distalmente, as
células filhas geradas do processo proliferativo adquirem fenoétipo invasivo e migram
para o estroma endometrial (ENDERS, 1995, 1997; KAUFMANN, CASTELUCCI,
1997; KOSANKE et al., 1998).

O processo de invasao trofoblastica das artérias espiraladas torna a
resisténcia dos vasos uteroplacentérios baixa, possibilitando maior perfusdo uterina
impelida pela presséo arterial materna. O processo de placentacdo inadequado, altera
os fatores produzidos pela placenta, devido isquemia trofoblastica, implicando no
surgimento de complicagdes gestacionais (ZUGAIB, 2016). A reducéo na invasividade
das CTEV esta associada a pré-eclampsia e restricdo de crescimento fetal
intrauterino, podendo levar a morte materna (PIJINENBORG et al, 1991;
GERRETSEN, HUISJES, ELEMA, 1981). J4 a exacerbacdo da atividade invasiva
destas células esta relacionada as placentas acretas, molas invasivas e
coriocarcinoma, podendo causar hemorragia obstétrica massiva, ruptura uterina e
morte materna (GOLDSTEIN, BERKOWITZ, 1982; O BRIEN et al., 1996).
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Embora de alta severidade, essas patologias ndo possuem biomarcadores
especificos, métodos diagndésticos e opgcdes de tratamento pouco invasivas, além de
existir escassez de estudos basicos e translacionais, principalmente referentes as
patologias de alta invasividade. A placenta sempre foi classificada como
imunologicamente inerte, por ndo demonstrar capacidade de resposta imunolégica. O
mecanismo exato pelo qual o organismo materno ndo ativa seu sistema imune contra
um enxerto semialogénico fetal ainda requer compreenséo. Ao passo de que se sabe,
as células natural Killers (NK) uterinas possuem um comportamento diferenciado de
suas semelhantes presentes na corrente sanguinea. Ao produzir quimioquinas
especificas o trofoblasto atrai mais células NK uterinas a transicdo materno fetal, com
ativacao diferenciada, e este controle de invasao € essencial ao desenvolvimento da

gestacao, e correlaciona-se as alteracdes supracitadas (ZUGAIB, 2016).

1.2 GESTACAO DE ALTO RISCO

1.2.1 Conceituacédo e seguimento da gestacao de risco

A gestacdo é um marco na vida das mulheres e de suas familias, um processo
fisioldégico de grande transformacdo anatdémica e funcional, que adapta o corpo desta
mulher ao feto em desenvolvimento, essas adaptacdes envolvem processos de esfera
molecular, bioquimica, hormonal, celular e tecidual nos mais diversos 6rgéos. E de
extrema importancia o conhecimento das alteracfes fisioldégicas para que tdo logo
possa-se reconhecer e diferenciar uma gestacao de risco habitual da gestagcao de alto
risco (LEITE, et al, 2014; ZUGAIB, 2016).

Segundo descreve Brasil (2012a) a Gestacao de Alto Risco é “aquela na qual
a vida ou a saude da mée e/ou do feto e/ou do recém-nascido tém maiores chances
de serem atingidas que as da média da populagdo considerada”. E na assisténcia pré-
natal, realizada pelo médico ou enfermeiro na atencédo basica, que o processo de
classificacdo de risco ocorre e permite a pronta identificacdo de fatores de risco a
condicdes alteradas, incorrendo na necessidade de reclassificagdo continua durante
todo o pré-natal.
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Os fatores definidos como de risco envolvem principalmente caracteristicas
individuais e condicbes sociodemograficas desfavoraveis (idade, escolaridade,
condicbes ambientais, exposicdo ocupacional, situacdo conjugal, entre outras),
histéria reprodutiva anterior (mau passado obstétrico, diabetes gestacional,
abortamento recorrente, entre outros) e condi¢des clinicas pré-existentes (doencas de
base como diabetes, hipertensédo, cardiopatias, pneumopatias, nefropatias, doencas
infeciosas, ginecopatias, neoplasias, dentre outras tantas mais) (BRASIL, 2012a). Os
fatores de risco podem surgir ou mesmo agravar-se com o decorrer da gestacédo como
exposicdo acidental a componentes teratogénicos, doenca obstétrica na gestacdo em
curso e até mesmo intercorréncias clinicas. A identificacdo destes fatores de risco é
importante para melhor definir o risco gestacional e realizar encaminhamento de

maneira oportuna.

Para correta estratificacéo do risco gestacional no estado de Santa Catarina
é utilizado um questionario denominado Critérios para encaminhamento para servi¢cos
Ambulatoriais de Gestacao de Alto Risco (Anexo 1), que classifica as gestantes com
10 ou mais pontos como alto risco (requer encaminhamento ao servico especializado),
5 a 9 pontos como médio risco e até 4 pontos como baixo risco (risco habitual, mantém
seguimento na ateng&o basica com meédico e enfermeiro) (SOARES, 2015; BRASIL,
2012b). Mesmo que seja necessario o encaminhamento a um servigo especializado é
relevante que a gestante mantenha o seguimento na unidade de origem concomitante,
para que o vinculo seja mantido, e cada servico possa direcionar o atendimento de

maneira focal.

O simples fato, de utilizar uma classificagdo de risco, ndo elimina a
possibilidade da ocorréncia de complicagbes durante a gestagéo, parto e nascimento.
Por isso faz-se necessario uma boa assisténcia Pré-natal. Conforme recomendacdes
do Ministério da Saude para o desenvolvimento de uma assisténcia pré-natal
adequada é necessario que ocorra, além de captacdo precoce da gestante e da
classificacdo do risco gestacional, um ndmero minimo de consultas (6-7consultas)
para que estratégias (avaliagbes, exames, diagnodsticos, encaminhamentos) possam
ser implementadas garantindo assim o bom andamento da gestacao e se obtenha
melhores desfechos (BRASIL, 2012b). A Organizacdo Mundial da Saude, por sua vez,
recomenda um minimo de oito consultas pré-natais, sendo que a primeira deva ocorrer

antes da décima segunda semana de gestacao (WHO, 2016).
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As recomendacdes em relagdo ao acompanhamento de pré-natal no Brasil
seguem descritas nos manuais do MS como o Caderno 32, relativo a Atencao ao Pré-
Natal de Baixo Risco (BRASIL, 2012b), e o Manual Técnico de Gestacao de Risco
(BRASIL, 2012a). Nos Estados Unidos a ferramenta Pregnancy Assessment
Monitoring System (PRAMS) é utilizada para o acompanhamento do risco gestacional.
Ela é atil também para identificacdo das mudancas nos indicadores de saude, com a

finalidade de melhores desfechos maternos e neonatais (CDC, 2018).

A ocorréncia de alteracdes no estado de saude durante o periodo gestacional
em associacao aos desfechos ruins no processo parturitivo estdo entre as maiores
causa de morbimortalidade materna e neonatal no Brasil e no mundo, constituindo-se
em um dos principais problemas de saude publica voltada a mulher e gestacao.
Segundo a OPAS (2018) os paises com maior desigualdade social e de condicbes

socioecondmicas ruins tem as maiores taxas.

Dentre os desfechos gestacionais, a mortalidade materna, € expressa
principalmente por hemorragias e doencas hipertensivas da gestacao, a hipertensao
gue corresponde a 20% dos 6bitos maternos no Brasil (FREITAS et al., 2017). A
prevaléncia entre as populacdes varia entre 6 a 22%. Na América Latina e Caribe, 0s
transtornos hipertensivos sdo responsaveis por cerca de 26% das mortes maternas
(ACOG, 2019; FREITAS, et al, 2017).

1.3 DOENCAS HIPERTENSIVAS NA GESTACAO

1.3.1 Classificacao das doencas hipertensivas na gestacgao

A hipertensado arterial sistémica € uma condicdo clinica caracterizada pela
elevacdo sustentada dos niveis pressoricos, com pressao sistolica (PAS) igual ou
superior a 140 mmHg ou pressao diastolica (PAD) igual ou superior a 90 mmHg, tais
valores devem preferencialmente ser obtidos por esfigmomandmetro com coluna de
mercurio, em condicdo de repouso da gestante, e conforme a International Society for
the Study in Hypertension and Pregnancy (ISSHP) com um minimo de duas medidas
(ZUGAIB, 2016; FREITAS, et al, 2017).
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A maioria das mortes relacionadas a disturbios hipertensivos pode ser evitada
prestando cuidados em tempo habil e eficazes as mulheres que apresentam
complicacbes desse género. Assim, a otimizacdo dos cuidados de saude para
mulheres durante a gravidez para prevenir e tratar disturbios hipertensivos da gravidez
€ uma etapa necessaria (OMS, 2018). Como existem diversas classificacdes
descritas, em 2013, a ISSHP revisou a classificacdo dos disturbios hipertensivos na
gestacao e os definiu em A) Hipertensao Arterial Cronica; B) Hipertensao Gestacional,
C) Hipertensédo do Avental Branco; e D) Pré-Eclampsia com ou sem HAS crénica
sobreposta (FREITAS, 2017).

7

A instalacdo do quadro hipertensivo anterior a gestacao € definida como
Hipertensédo Arterial Cronica, como muitas vezes a gestante ndo possui mensuragoes
prévias considera-se HAS crbnica até 202 semana, em sua grande maioria definida
também como essencial. Ja a Hipertensdo Gestacional, é aquela com surgimento
posterior a 202 semana de gestacdo, sem estar acompanhado de outro sinal ou
sintoma que possa caracterizar Pré-Eclampsia (PE). A ISSHP reconheceu a
hipertensédo do Avental Branco como uma das condi¢des possiveis, com percentual
de 25% de aumento nas medidas de PA em consultorio, o0 que requer o monitoramento
ambulatorial (MAPA) para descartar a existéncia de uma doenca hipertensiva
(ZUGAIB, 2016; FREITAS, et al, 2017; FEBRASGO, 2017).

A PE, conhecida também por Doenca Hipertensiva Especifica da Gravidez
(DHEG) ou mesmo toxemia gravidica (descrita pela primeira vez em 1894), € uma
sindrome caracterizada pela elevacdo da PA, com valor maior ou igual a 140/90
mmHg a partir da 20® semana, acompanhada de pelo menos um sinal clinico,
laboratorial ou hemodinamico de hiperatividade endotelial vascular (proteindria,
disfungcdes organicas maternas, disfuncdo uteroplacentéria) (FREITAS, 2017;
FEBRASGO, 2017).

Se a ocorréncia da PE for na gestante com HAS crénica considera-se como
PE sobreposta. Em caso de PE associada a complicacdes materno-fetais graves,
como existe risco iminente materno-fetal, esta € considerada como pré-eclampsia
grave (PEG), como a condicdo apresenta um quadro de descompensacao
significativa, a evolucdo desfavoravel pode ocorrer rapidamente. Em situacdes

especificas pode da ocorréncia de crises ténico-clénicas (convulsdes motoras
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generalizadas), caracterizando assim o quadro eclamptico, que pode ocorrer no
periodo pré-parto (50% casos), parto (20%) e pés-parto (11-44%) (FREITAS, 2017).
A PE pode ser complicada por condi¢des clinicas ainda mais graves como a Sindrome
de HELLP (Haemolysis, elevated liver enzyme activity, low platelets) e coagulacéo
intravascular disseminada (CIVD) (ALPOIM, et al, 2013). Os principais fatores de risco
para desenvolvimento da PE sdo primigestacao, histérico familiar de PE, HAS cronica,
diabetes, obesidade, trombofilias, colagenose e cor de pele negra. Estas requerem
uma atencao especial no pré-natal para realizar o diagnéstico da pré-eclampsia o mais
cedo possivel (FEBRASGO, 2017).

1.3.2 Fisiopatogénia das doencas hipertensivas na gestacao

A PE caracteriza-se por uma sindrome com manifestacdes em multiplos
orgados. A fisiopatologia da pré-eclampsia ainda ndo € totalmente conhecida, tendo
sido descrito fatores imunoldgicos genéticos e ambientais para a sua instalacao.
Embora ndo tenha causa Unica, € o resultado de um descompasso entre suprimento
placentario e as demandas do feto, levando a manifesta¢des inflamatérias sistémicas
materno-fetais. Em uma gestacdo normal, as artérias espiraladas uterinas séo
transformadas de vasos de alta resisténcia em vasos de baixa resisténcia para prover
uma adequada implantacdo e crescimento do feto e isso se da pela invasédo
trofoblastica das camadas arteriais (MOURA, et al., 2011; FREITAS, et al., 2017).

Nas mulheres que desenvolvem a pré-eclampsia, a invasao trofoblastica deixa
de ocorrer, ou ocorre de maneira inadequada, resultando em vasos de alta resisténcia
e circulagdo placentaria com baixo fluxo. A hipoperfusdo placentaria e a hipoxia
determinam lesdo do endotélio vascular, agregacao plaquetaria bem como obstrucéo
do fluxo sanguineo placentario. A hipoxia placentaria também aumenta a producéo de
peréxidos lipidicos que prejudicam a sintese de prostaciclina, potente vasodilatador.
A sintese do 6xido nitrico potente vasodilatador parece também estar afetada na PE.
Observa-se que a alteracdo mais evidente é expressa por disfuncdo endotelial e
vasoespasmo da circulacao sistémica periférica (MOURA, et al., 2011; FREITAS, et
al., 2017).

A PE é uma doenca bastante peculiar uma vez que ocorre principalmente em

primigestas, em paises desenvolvidos ela é vista em cerca de 6% das gestantes sendo
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2 ou 3 vezes maior em paises subdesenvolvidos (MOURA, et al., 2011). Algumas
literaturas sugerem duas hipoteses para ocorréncia desta, sendo a ma adaptacéo
imunolégica e a incompatibilidade genética (FREITAS, et al.,, 2017). A primeira
hipotese é reforcada pela descricdo da FEBRASGO (2017), no trecho a seguir:

A partir de problemas de adaptagéo imunolégica ao trofoblasto, ocorreriam
problemas na perfusdo do trofoblasto, com hipdxia consequente. Essas
alteracbes primarias seriam o gatilho de uma série de fendmenos locais de
hipoxia, e reoxigenacao poderia amplificar os efeitos locais, tais como a
formacao de espécies reativas de oxigénio, ativacao do sistema inflamatério
materno, aceleracdo de processos de apoptose celular que limitariam o
estabelecimento da placentacdo normal e desequilibrio entre fatores pro-
angiogénicos, como o VEGF e PLGF, e fatores sollUveis antiangiogénicos,
como o sFLT-1, com predominio desses Ultimos, resultando no conjunto em
ativagdo generalizada do sistema inflamatdrio materno, disfuncéo endotelial
universal e limitacdo na vascularizagdo placentaria. O espasmo arteriolar
universal devido a ativacdo endotelial resulta em processo insidioso e
progressivo, culminando com insuficiéncia de mdltiplos érgéos. A PE deve
ser interpretada como doenca crbnica com potencial para insuficiéncia
progressiva de multiplos érgéos. Esse carater evolutivo deve ser levado em
consideracdo, bem como sua imprevisibilidade e instabilidade clinica nas
decisbes. A ativacéo endotelial determina basicamente: 1. Vasoconstri¢cdo e
consequente aumento da resisténcia periférica; 2. Alteracdes na
permeabilidade capilar, responsavel pelo edema; 3. Ativacdo do sistema de
coagulacéo (p. 13).

Em processos de adaptacdo circulatéria materno fetal adequada as artérias
uterinas desenvolvem-se por acéo migratoria intersticial e endovascular do trofoblasto
nas artérias espiraladas do leito placentario (angiogénese acelerada). Este processo
ocorre com grande producdo de proteinas angiogénicas, como P1GF e o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Ligadas aos seus receptores no endotélio
vascular materno as proteinas de origem placentéria favorecem a vasodilatacédo e
produzem angiogénese, deste modo é possivel estabelecimento de uma circulagéo
uteroplacentaria adequada. (FREITAS, et al, 2017). E possivel entdo observar
guantidades significativas de prostaciclina, que tem ac&o vasodilatadora e inibidora
de agregacdo plaquetaria, um antagonista do tromboxano que possui efeito
vasoconstritor e agregador plaquetéario, desenvolvendo assim o equilibrio necessario

para 0 bom andamento da gestacao.

Quando héa inadequacdo deste processo a placentacdo ocorre de maneira
superficial, estabelecendo uma circulacdo de ma qualidade. Observa-se nesta
condicdo angiogénese em substancial menor quantidade (menos P1GF) e elevacao

de antiangiogénese. A resposta inflamatéria ocasionada pela invaséo trofoblastica
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inadequada segue em elevacdo no decorrer na gestagao devido as demandas fetais.
Observa-se ainda obstrucdo de algumas arteriolas espiraladas com material
fibrindide. Tal condicdo desencadeia mecanismos efetores secundarios, como
resultado tem-se a ocorréncia do desequilibrio angiogénico acima mencionado,
aumento do estresse oxidativo materno, disfuncéo endotelial e imunoldgica, ocorrendo
a perda da refratariedade vascular a angiotensina Il, vasoespasmo e diminuicdo do
volume plasmatico intravascular (PILLAY, et al, 2017; FREITAS, et al, 2017). O sinal
clinico evidenciado (elevacdo da PA) demonstra a tentativa do organismo em manter
um fluxo sanguineo adequado diante de um sistema de alta resisténcia (FREITAS, et
al., 2017).

Pelo pressuposto da adaptacdo imunoldgica apos a disfuncdo endotelial e a
resposta inflamatoria sistémica materna, conforme descreve Freitas (2017) héa
evidéncias de que o debris apoptoticos ou necroticos lancados a partir da superficie
sincicial da placenta constituem um estimulo inflamatério em todas as gestacdes.
Desta maneira a PE pode ser vista como uma exacerbacéo do processo inflamatorio,
contribuindo para a disfuncdo endotelial sistémica, conforme modelo hipotético

proposto por Pillay (2017).

As repercussdes deste processo desordenado acometem todos os 6rgaos
vitais. No aspecto hematologico € possivel se observar hemoconcentracéo
progressiva diretamente ligada ao edema, assim como a trombocitopenia (achado
comum nas portadoras de PE). Alguns marcadores sensiveis como antitrombina Ill e
fibronectina ja demonstram alteracées no desenvolvimento inicial desta condicao,
consequentes a lesdo endotelial. O sistema cardiovascular também é sobrecarregado
devido ao vasoespasmo generalizado elevando a p6s-carga cardiaca. A funcédo renal
€ afetada em 25% destas gestantes, com alteracdo da filtracdo glomerular e da
perfusdo renal. Esta alteracdo renal faz com que ocorra a elevagdo nos niveis de
creatinina, reducao da eliminacao de uratos, elevando entéo os niveis séricos de acido
arico (fator de aumento da morbidade neonatal). A proteinUria esta diretamente ligada
a intensidade do edema renal desta gestante e do depdsito de material fibrindide
(FREITAS, et al., 2017; ZUGAIB, 2016).

Em sua funcdo hepatica, o vasoespasmo provoca dano tecidual dos

hepatdcitos, ocasionando a distensdo da capsula de Glisson, que clinicamente
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manifesta a dor em quadrante abdominal superior direito. Se da piora da condigéo
pode inclusive culminar em ruptura hepatica. Devido ocorréncia de edema cerebral
vasogénico a gestante manifesta sinais como a cefaleia, diplopia, visdo turva,
escotomas, em situagcbes mais extremas do comprometimento cerebral
desenvolvendo crises convulsivas e até mesmo acidente vascular encefalico
hemorragico (constituindo a principal causa de mortalidade materna). As alteracdes
cerebrais sdo observadas por exames de imagem com alteracao do fluxo sanguineo
de artéria cerebral média (ACM) e das artérias oftdlmicas (FREITAS, et al., 2017,
ZUGAIB, 20186).

As alteracOes vasculares mencionadas alteram a pressdo coloidosmatica,
favorecendo a migracédo edematosa nos pulmoes, podendo entdo desenvolver edema
agudo de pulméo (EAP), afetando a hematose, 0 que por sua vez piora ainda mais a
pos carga, em alguns casos é observado um quadro de pneumonia aspirativa ou
mesmo de sofrimento respiratorio. Na placenta, observa-se persisténcia da incisura
protodiastélica bilateral nas artérias uterinas, especialmente até 232 semana
(FREITAS, et al, 2017). As evidéncias cientificas acumuladas apontam a placenta
como sitio de origem da doenca. Entender como essas alteracbes assumem
propor¢cdes sistémicas no organismo materno pode ser a chave para impedir a
progressdo abrupta e violenta da doenga. Certamente, o entendimento de todo o
processo fisiopatoldgico é necessario para qualquer proposta de predi¢ao, prevencao
ou terapia que possa diminuir as altissimas taxas de mortalidade atribuidas a PE
(ALPOIM, et al, 2013). Apesar de ja ser possivel predicdo de risco por meio de Doppler
das artérias uterinas e calculadoras de risco (baseada em critérios especificos), 0 uso
de biomarcadores ou marcadores plasmaticos relacionados ao desequilibrio
angiogénese/antiangiogénese tem sido descrito na literatura como ferramenta
promissora na deteccao precoce de PE (FEBRASGO, 2017; ALPOIM, et al, 2013;
FREITAS, et al, 2017).
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1.4 EXOSSOMOS PLACENTARIOS

1.4.1 Classificacdo dos exossomos

Na literatura nos deparamos com diferentes nomenclaturas para definir esta
estrutura e suas semelhantes, porém como descreve Witwer, Théry (2019)

A recomendagdo de consenso da Sociedade Internacional de Vesiculas

Extracelulares - ISEV sobre a nomenclatura é usar "vesicula extracelular"

como o "termo genérico para particulas liberadas naturalmente da célula que

sédo delimitadas por uma bicamada lipidica e ndo podem se replicar" e

modificar "EV" com base em caracteristicas claras e mensuraveis, como

célula de origem, marcadores moleculares, tamanho, densidade, funcao,
entre outros (p.1)

As vesiculas extracelulares, sdo componentes extracelulares presentes em
todo o organismo, inclusive na interface materno-fetal, atuando na comunicagcao
celular local e sistémica (SALOMON, et al., 2014). Sdo particulas naturalmente
liberadas pela célula, delimitadas por uma bicamada lipidica e incapazes de se
replicarem, ou seja, ndo contém um ndcleo funcional (THERY, et al., 2018).

Sua fungdo e conteudo variam, e sua interacdo com a célula alvo pode
acontecer via ativacdo direta de receptores de membrana, pela modificacdo da
composicdo das moléculas de membrana ou transferindo seu conteudo apés fusao
com a membrana plasmatica da célula alvo. (ANDRE, et al., 2002, 2004; PAN et al.,
1985; VIDAL, MANGEAT, HOEKSTRA, 1997). Com base em sua biogénese, as
vesiculas extracelulares sdo atualmente classificadas em trés grupos amplos:
€ex0sSsomos, microvesiculas e corpos apoptoticos, conforme demonstrado na Figura —
1 abaixo (SHAO et al., 2018).
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Figura 1 - Representacdo esquemética da composicdo das principais de

vesiculas extracelulares.
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Fonte: Figura adaptada de Kooijmans, 2012 apud PEREIRA, 2013.

Na gestacdo, a atividade bioloégica e a disponibilidade dos exossomos
presentes no plasma sanguineo de pacientes com alteracdes gestacionais como a
pré-eclampsia, séo alteradas, provavelmente, por acdo das alteracdes no perfil celular
dos componentes presentes na interface materno-fetal (SALOMON et al., 2014;
KOMAKI et al., 2017). Em um modelo animal, ja foi observado que o trafico exossomal
ocorre em duas vias, tanto do feto para a circulagdo materna, quanto o inverso
(SHELLER-MILLER et al., 2019). A exemplo, ja foram encontradas evidéncias de
aumento de enzimas como a neprisilina, associada a hipertensdo, nos exossomos

liberados para a circulacdo materna em gestacoes pré-eclampticas (GILL et al., 2019).

Em relagdo a outras patologias, os exossomos podem exercer a funcao de
ativacao e inibicdo metabdlica, atuando na progressao do diabetes do tipo 2 (LEE,
PARK, KANG, 2016; PILLAY et al., 2017; MORGAN, 2018). Estes achados fortalecem

a hipétese de que a caracterizacdo dos exossomos em alteracfes placentarias
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poderia ser utilizada na descoberta de novos marcadores moleculares durante a

gestacao.

Exossomos trata-se de uma subpopulacdo de vesiculas extracelulares de
tamanho, densidade, contetido e biogénese distintos e, no sentido de atribuir funcdes
bioldgicas e/ou diagndsticas e terapéuticas a essas particulas, alta especificidade e
caracterizacdo de seus conteudos é obrigatoria (MITCHELL, PEIRIS, KOBAYASHI,
2015). Os exossomos séo definidos por uma biogénese endossémica, além do
tamanho da particula (40-120 nandémetros) e densidade (1.13-1.19 g/mL) (JIN,
MENON, 2018). Essas vesiculas extracelulares possuem em seu interior moléculas
sinalizadoras especificas (proteinas, RNA mensageiro, microRNA, lipidios), sao
liberadas por exocitose nos compartimentos dos biofluidos e regulam a atividade de
células proximas e distantes do sitio de liberacdo, modulando, por exemplo:
angiogénese, proliferacdo, metabolismo e apoptose celular. Assim, a sinalizagéo
mediada por exossomos representa uma via fundamental de comunicacéao intercelular
(JIN, MENON, 2018).

Durante a gravidez, a placenta secreta exossomos na circulacdo materna a
partir da sexta semana de gestacdo e sua liberacao é regulada por fatores como a
tensdo de oxigénio e a concentracdo de glicose e guarda relacdo com a massa e a
perfusdo placentaria (SARKER et al., 2016). A concentracdo de exossomos derivados
da placenta no plasma materno aumenta progressivamente durante a gestacdo e
evidéncias apoiam o envolvimento dos exossomos placentarios no desenvolvimento

normal da placenta e imunotolerancia materna (SARKER et al., 2016).

Em humanos, a manutencdo da gravidez depende da formac&o normal
placenta, que tem inicio com a invasao do trofoblasto na decidua, de modo que, nos
estagios iniciais da gestacao, tolerancia imune, resposta inflamatéria e adaptacdo a
hipoxia precisam ser precisamente reguladas pelo microambiente placentéario
(NIEVES, ROVERA, 2016). Varios tipos de células, como trofoblasticas, endoteliais e
imunes, células tronco mesenquimais e adipdcitos induzem o desenvolvimento normal
da placenta por interacdes intercelulares embasadas nas vesiculas extracelulares,
gue podem ser utilizadas para diagnosticar varias doencas com base em seus
conteudos, que variam conforme o tipo de célula de origem e caracteristicas
patolégicas (YANG, SONG & LIM, 2019). MicroRNAs e proteinas presentes nos
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exossomos de origem placentaria regulam a resposta inflamatéria e a invasdo do
trofoblasto e, caso haja falha adaptativa ao ambiente modificado no inicio da gestacao,
disturbios como pré-eclampsia, prematuridade, diabetes gestacional pode ocorrer
(TSOCHANDARIDIS et al., 2015).

Mudancas na liberacdo das vesiculas extracelulares de origem
placentaria e ndo placentaria, relativas a sua concentracdo plasmatica, composi¢ao e
bioatividade foram associadas com complicagcbes na gravidez, como diabetes
(SALOMON et al., 2016) e pré-eclampsia (PILLAY et al., 2017; SALOMON et al.,
2017). Assim, percebe-se que a relevancia destas estruturas durante a gestacao esta
emergindo rapidamente. Estudos com vesiculas extracelulares (EVs) se iniciaram em
1956 com o Dr. Fawcet, que observou pequenas estruturas esféricas intra e
extracelulares nas suas analises de microscopia eletrénica (Fawcett, 1956 apud
XAVIER, 2018). Contudo, a participacdo das EVs tanto na fisiologia celular como no
desenvolvimento de doengas tem sido demonstrada em varios modelos de estudo,
por isto nos ultimos 20 anos, pesquisas com EVs tém aumentado exponencialmente
(XAVIER, 2018).
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2. INTERDISCIPLINARIDADE

A saude materno infantil € intrinsecamente envolvida com aspectos que
permeiam todos os campos de formacgao nas areas bioldgicas e de saude. O estilo de
vida, fatores genéticos, ambientais, psiquicos e sociais atuardo como influenciadores
do sucesso do periodo gestacional. Este, sempre interpretado como especial e de
grandes cuidados para com aquela que abriga e prové o desenvolvimento de um novo

individuo.

Observa-se interdisciplinaridade deste estudo pela unido dos diferentes
saberes em prol de um objetivo em comum quando no desenvolvimento do estudo
tomamos como ponto norteador um dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
da Organizacdo das Nag¢des Unidas, o ODS-03, que trata de “Assegurar uma vida
saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as idades” (UN, 2015). Para
tal. Utiliza-se a ciéncia e as tecnologias associadas na busca de inovacdo para
reducdo da morbimortalidade materna e neonatal, reducédo de custos associados a
estes desfechos, elaboracéo e criacédo de técnicas mais acessiveis e menos invasivas

para diagndstico precoce.

Esta unido é reforcada pela estruturacdo da equipe e parceiros deste estudo,
em que estdo presentes as areas da saude (enfermagem, medicina, psicologia,
biomedicina, farmacia, biologia), além das equipes de fisica e quimica da UFAL. Um
estudo que envolveu de académicos a doutores na soma de seus saberes e

habilidades para um melhor resultado na prote¢éo ao bindmio.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar as vesiculas extracelulares (exossomos), presentes na

circulacao sanguinea periférica de gestantes com e sem hipertensao gestacional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar, por Espectroscopia de Raman, as diferencas estruturais e de seu

contelido, das populagdes de exossomos presentes no plasma sanguineo materno.
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4. METODOS

4.1 DELINEAMENTO

O presente estudo trata-se de um estudo transversal, no qual fator e efeito s&o
observados num mesmo momento histérico (corte transversal do tempo)
(FLETSCHER, FLETCHER, FLETCHER, 2014), desenhado para descrever as
caracteristicas de vesiculas extracelulares de origem placentaria presentes no sangue
materno periférico. As informacfes sdo advindas do Projeto PLEXO, sigla para
Placental Exossomes, avaliado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa sob o
Parecer n° 3.276.544/2019.

4.2 PERIODO E LOCAL

A coleta de dados foi realizada no periodo de julho a dezembro de 2019, no
Ambulatério de Alto Risco, assim como no Centro Obstétrico (CO), da Maternidade
Darcy Vargas de Joinville — SC. A MDV foi fundada no dia 16 de abril de 1947 e ja foi
responsavel pelo nascimento de mais de 250 mil pessoas ao longo da sua historia.
Foi a primeira unidade do estado a criar um banco de leite materno, e é referéncia
para 26 municipios do norte do estado em atendimento de gestacdes de alto risco e
partos normais. A instituicdo conta com diversas especialidades e realiza em média
400 partos por més (SES, 2019).

4.3 PARTICIPANTES DO ESTUDO E COMPOSICAO DA AMOSTRA
4.3.1 Selecédo da amostra, critérios de incluséo e exclusédo

A amostra envolveu 1) gestantes no primeiro, segundo e terceiro trimestres
de gestacdo, em acompanhamento no Ambulatério de Alto Risco; e 2) Gestantes que
foram submetidas a cesariana devido a: a) cesarea prévia, b) apresentacédo fetal
pélvica, c) desproporcao céfalo-pélvica, d) estado fetal ndo tranquilizador ou e) falha
na progressao do trabalho de parto. Para serem incluidas no estudo as participantes

foram convidadas pelos pesquisadores em momento oportuno, durante a rotina de
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acompanhamento pré-natal no ambulatério ou pré cesariana no CO. No aceite de
participacdo da pesquisa, estas assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (Apéndice A).

As gestantes deveriam apresentar mais de 18 anos de idade como critério de
inclusdo e realizar acompanhamento pré-natal no PNAR; auséncia de enfermidades
de carater autoimune, infeccioso ou genético que ndo do presente estudo
(hipertenséo); parto cesariana no respectivo servigco obstétrico; e assinatura do TCLE.
Como critérios de exclusdo foram definidos: desistir da pesquisa durante sua
realizacdo, deixar de realizar pré-natal no referido servico, presenca de tabagismo,

consumo de alcool, doenca autoimune (ltpus) ou inflamatéria e arboviroses.

4.4 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo teve inicio apos a aprovacao da instituicdo mediante Carta
de Exequibilidade (Anexo 3) e apOs aprovacdo do CEP (sob o parecer n°
3.276.544/2019), e seguiu em seu desenvolvimento os requisitos da Resolucao
466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude (BRASIL, 2012c), que
regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos. As gestantes foram devidamente
orientadas e esclarecidas quanto aos objetivos da pesquisa e informadas do direito
de recusa a participacdo em qualquer momento desta, sem prejuizo ou penalidade de
gualquer natureza, sendo mantida a integridade e privacidade das informacdes

obtidas durante o estudo.

Todas as informag0des coletadas ficam sob a responsabilidade do pesquisador
e estdo sendo utilizadas para a elaboracéo de producéao cientifica, porém a divulgacao
dos resultados sera feita sem qualquer identificacdo das participantes uma vez que
utilizamos numeral crescente. Todos os formularios com os dados coletados estao
mantidos em sigilo absoluto e ficardo armazenados durante cinco anos e

posteriormente inutilizados (picotados e encaminhados para reciclagem).
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4.5 RISCOS E BENEFICIOS DO ESTUDO

O presente estudo apresenta riscos minimos, uma vez que a gestante estara
exposta a riscos ligados a coleta de sangue (dor, infecgcdo, hematoma) que possuem
pouca chance de se concretizarem posto que a coleta sera realizada dentro das
instalacdes da MDV e realizada conforme o protocolo da instituicdo ja padronizado
para isso e por profissional habilitado. Esta pesquisa tem como beneficio principal
expandir a compreensao do envolvimento das tEV no desenvolvimento de patologias
durante a gestacao; Identificacdo de biomarcadores importantes em todo contexto de

saude da gestante, bom progndstico e melhoria da saude da populagéo.

4.6 COLETA DE DADOS

As participantes foram convidadas pelos pesquisadores em momento
oportuno, durante a rotina de acompanhamento pré-natal no Ambulatério ou pré
cesariana no CO. Apés assinatura do TCLE foi realizada entrevista com aplicacdo de
guestionario (Apéndice B). Os pesquisadores participantes do projeto PLEXO foram
previamente treinados e avaliados quanto a uniformidade de realizagcédo de todos os
métodos de coleta de dados. Os dados deste estudo compreendem: informacdes
autorrelatadas pelas participantes por meio de entrevista e dados complementares
obtidos do prontuério eletrénico no Sistema de Informacdo Micromed. Os dados deste

estudo foram:

(1) Das gestantes atendidas no Ambulatério de Alto Risco:

» Informac0Oes autorrelatadas pelas gestantes por meio de entrevista.

+ Dados complementares obtidos do prontuario eletrénico no Sistema de
Informacao Micromed e/ou do cartdo de pré-natal da gestante.

 Sangue periférico materno coletado ao término da entrevista, pela

pesquisadora principal, sendo esta enfermeira.
(2) Das gestantes que realizaram parto ceséreo:

» Informacg@es autorrelatadas pelas puérperas por meio de entrevista, antes ou

apos o parto ceséareo, quando apos respeitou-se as primeiras 24hs.
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+ Dados complementares obtidos do prontudrio eletrénico no Sistema de
Informacdo Micromed e/ou do cartdo de pré-natal da gestante.
» Sangue periférico materno coletado apés assinatura TCLE, pela pesquisadora

principal, sendo esta enfermeira.

Como complementacéo do instrumento mencionado, bem como em situagdes
de informacédo conflitante no momento da entrevista, duvida do entrevistador em
relacdo a exatiddo de alguma resposta que a gestante porventura possa néo recordar,
0 prontuério eletrénico e o cartdo de pré-natal foram consultados para consolidacao
dos dados necessarios da participante. Estas informacdes foram posteriormente

tabuladas na base de dados do projeto, através do uso do software Excel for Windows.

4.7 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Duas amostras de sangue periférico foram coletadas das gestantes logo apés
a entrevista. Naquelas com indicacdo de cesariana, pelos critérios supracitados, o
sangue foi coletado no Centro Obstétrico. Em ambas as situacdes, coletou-se 8,5 mL
de sangue, de acordo com Théry et al. (2018), em dois tubos a vacuo com
conservantes distintos: um com Heparina e outro com Acido Citrico, Citrato de Sddio
e Dextrose (ACD). A agulha para coleta foi de calibre 21G, com sistema Vacutainer.
O sangue foi imediatamente armazenado sob refrigeracdo e processado em até duas

horas para isolamento do plasma.
4.7.1 Preparagéo, armazenamento do plasma e isolamento

A primeira etapa para processamento do sangue foi o isolamento do plasma.
Para tal realizamos duas centrifugacdes distintas: a primeira a 1200 g por 20 minutos
seguida da segunda, por 30 minutos a 10 000 g, ambos a 4 °C. Um total de 5,4 mL
(1,8 mL de solugcdo de ACD, 3,6 mL de Heparina) de plasma processado foi
imediatamente armazenado a -80 °C em tubos criogénicos no BIOMOL da Univille.

Conforme demonstra o esquema na Figura abaixo:
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Figura 2 — Esquema conceitual de preparagéo e armazenamento do plasma

Amostra em ACD A ou Heparina

<= 1,200 x g, 20 min, 4
| I
Precipitacao Sobrenadante

Restos celulares < |— 10,000 x g, 30 min, 4°C
| |
Precipitacdo || Sobrenadante 2,5mL de
briag —> plasma
- -80°C
J, VE grandes (10,000 x g sup. fraction)
2,5mL de

plasma
-80°C

Fonte: Adaptado de Wako Pure Chemical, Japéo.

As amostras foram entdo encaminhadas ao Laborat6rio de Biologia Celular do
Instituto Bioldgico de Ciéncias da Saude da UFAL, sob coordenacéo do Dr. Alexandre
Urban Borbely, devidamente acondicionadas. Os exossomos totais e 0S exoSsomos
da origem trofoblastica foram entdo quantificados por microscopia eletrénica de
varredura apo0s conjugacdo com o0s marcadores Anticorpo monoclonal de
camundongo anti-CD63 humano conjugado a fluorescéncia (Wako™, Japao) e
Anticorpo monoclonal CD9 humano conjugado a Fluoresceina-5-Isotiocianato — FITC
(Invitrogen™), onde foi possivel evidenciar que as amostras de plasma eram
enriguecidas com vesiculas extracelulares (exossomos) de 50-150nm, ndo contendo

vesiculas grandes e corpos apoptéticos (> 180nm).

Para o isolamento foi utilizado o Kit de isolamento de exossomos Mag
Capture™ (Wako™, Japao), em que se utiliza esferas magnéticas e um componente
fosfolipidico chamado Fosfatidilserina (PS) (método de afinidade PS). Possibilitando
isolar facilmente exossomos de alta qualidade e outras VEs de meios de cultura e de
fluidos corporais com alto rendimento, através de microcentrifugacéo normal. Isolando

0S exossomos e outras VEs de maneira intacta, porque essas VES sédo separadas das
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esferas magnéticas com um agente metalico quelante a um pH neutro. Este método
consiste no uso da proteina Fosfatidilserina para capturar as vesiculas extracelulares
com a ajuda de um ion metalico. Ao capturar as vesiculas no complexo Esfera
Magnética + PS + fon metdlico, estas séo isoladas e liberadas com um agente
quelante (FUJIFILM). Conforme Figura abaixo:

Figura 03 - Kit de isolamento de exossomos Mag Capture™

Agregar lon metalico

9 ' (_ Agente Quolante | 3

: ———h Esfera Magnitica 7 —  Efora Magnitica |
. : PS 3 ]

Vesicula Extracelular Vesicula Extracelular

Fonte: FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan.

4.7.2 Caracterizacao

4.7.2.1 Espectroscopia de Raman

Para caracterizacdo das amostras foi utilizada Espectroscopia de Raman que
€ uma das principais ferramentas de aplicacdo em analises de tecidos naturais usando
técnicas espectroscopicas. Relativamente simples, reproduzivel, ndo destrutivas ao
tecido, e requer pequenas quantidades de material (microgramas a nanogramas) com
um minimo de preparacdo de amostra. Consegue fornecer informagdes em nivel
molecular, permitindo a investigacdo de grupos funcionais, tipos de ligacdo e
conformacdes moleculares. As bandas espectrais em espectros vibracionais séo
especificas da molécula e fornecem informacfes diretas sobre a composicao
bioquimica, uma "impressao digital", se qualquer agente toxico provocar alteracdes
bioguimicas na célula, isso aparecera nos espectros. A diferenca de frequéncia entre
a luz incidente e espalhada é denominado mudanca Raman, que € Unica para
moléculas individuais e €& medida pelo detector (MOVASAGHIA; REHMANB;
REHMAN,2007).

As técnicas espectroscépicas sdo constantemente utilizadas na identificacéo,

caracterizagdo e elucidagao de estruturas de moléculas e compostos, assim como no
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monitoramento e controle de reac¢des quimicas. Elas fundamentam-se na propriedade
gue atomos e moléculas possuem de absorver ou emitir energia em uma determinada

regidao do espectro eletromagnético (SANTOS, et al, 2019).

Quando um foéton de luz interage com uma molécula, pode induzir uma breve
transicdo para outro estado de energia e esse aumento temporario de energia é
liberado quando a molécula volta ao estado original, constituindo o fenébmeno de
espalhamento Rayleigh (ou elastico). Como a energia de um féton é proporcional a
sua frequéncia e desde que nado ocorra transferéncia da energia para a molécula, o
espalhamento de Rayleigh nao fornece informacao sobre moléculas em investigacao
(SALA, 2008). Contudo, o espalhamento pode ocorrer de modo inelastico, quando a
molécula libera uma quantidade diferente de energia daquela do féton incidente, que
€ o0 espalhamento de Raman. Devido ao movimento nuclear, a energia pode ser
transferida de ou para o foton incidente. Ha dois tipos de espalhamento de Raman:
Stokes e anti-Stokes. No primeiro, a energia pode ser transferida para a molécula a
partir do féton incidente por movimento nuclear. No segundo caso, a energia €
transferida para o foton porque, devido a distribuicdo de energia térmica, essas
moléculas estao inicialmente em um estado de energia maior (SALA, 2008; FARIA, et

al, 1997). Estas definicbes estdo na Figura a seguir:

Figura 04 — Espalhamento de Raman

Nivel eletrénico
excitado

Estado virtual ———— T e m e ——— v e e e e e e

hlvo-v1)

Nivel eletrénico h
Vg \

fundamental

W/' hvo hvo \. h(vo+ v1)

(a) (b) (c)

Fonte: SANTOS, et al, 2019. (a) espalhamento elastico (Rayleigh), (b) espalhamento inelastico (regido
Stokes) e (c) espalhamento inelastico (regido anti Stokes).

Na microscopia de Raman ou espectroscopia micro-Raman, o espectrémetro
Raman esta acoplado a um microscépio Optico. Assim, o feixe de excitacdo é

direcionado ao microscépio, que permite que a amostra seja examinada com base



43

nas ampliagcbes permitidas pela Otica do microscopio, propiciando que &reas
especificas de até 1 ym de didmetro sejam analisadas. Os feixes refletidos e
espalhados, elastica e inelasticamente, sdo coletados através da objetiva do
microscopio e direcionados ao espectrébmetro, no qual o espalhamento Rayleigh é
separado por filtros holograficos (MAZALI, 2009).

4.7.2.2 MedicgOes espectrais de Raman e Analise

Os espectros Raman das amostras de soro foram obtidos em espectrometro
XploRA (Horiba) acoplado a um microscéopio Olympus. As amostras foram excitadas
por um laser de 532 nm que foi focalizado através de uma objetiva de 10 x. A mesma
lente objetiva foi utilizada para coletar a luz espalhada Raman apos interacdo com a
amostra, em uma geometria de retroespalhamento. A fim de minimizar o aquecimento
induzido por laser das amostras, uma irradiacéo de baixa poténcia foi usada (~ 5 mW)
durante um curto tempo de exposicdo (exposicao a laser de 3 segundos para 5
acumulacdes). A grade de difracao utilizada tinha 1200 linhas / mm, o que rendeu uma

resolucéo espectral de 1,5 cm-1.

As frequéncias de pico foram calibradas com wafer de silicio, tendo como
referéncia a banda vibracional de 520 cm™1. Foram coletados os espectros Raman de
35 amostras de soro, sendo 20 saudaveis (Controle) e 15 de gestantes hipertensas
puras. Para cada amostra, pelo menos 5 espectros Raman foram obtidos na regiao
da impressao digital de 600-1800 cm1. Todos os dados foram coletados nas mesmas
condicbes. A fim de comparar as alteracdes de espectro relacionadas, todos os

espectros foram ajustados ao fundo, suavizados e normalizados pela area.

Os espectros pré-processados foram analisados estatisticamente usando
Andlise de Componentes Principais (PCA). Essa técnica multivariada extrai as
informacdes importantes dos dados e identifica padrbes que revelam as principais
caracteristicas do conjunto analisado, transformando os dados originais em um
conjunto de novas variaveis ortogonais denominadas componentes principais (PCs),
de forma que as variancias espectrais sejam maximizadas. Cada PC é uma
combinacdo linear das n variaveis independentes de deslocamento Raman. O
primeiro PC é responsavel pela maior variacédo; o segundo PC é ortogonal ao primeiro,

com cada PC sucessivo sendo ortogonal a todos os precedentes e sendo responsavel
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por uma proporcao decrescente da variancia. Normalmente, a maior parte da variagdo
esta contida nos trés primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3). Para
investigar as causas espectrais subjacentes da variacdo descrita pelos PCs, os

gréficos de carregamento dos PCs sdo usados (ABDI; WILLIAMS, 2010).
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RESUMO

Objetivo: Isolar e caracterizar as microvesiculas extracelulares (presentes no plasma
sanguineo materno) de pacientes que passaram por gestacbes com e sem
hipertensdo. Método: Trata-se de um estudo transversal para descrever as
caracteristicas de vesiculas extracelulares de origem placentéria presentes no sangue
materno periférico, realizada no periodo de julho a dezembro de 2019, no ambulatério
de alto risco e centro obstétrico de uma maternidade publica de SC. Apos entrevista
foram coletadas duas amostras de sangue periférico de cada gestante, realizado
isolamento e as amostras foram entdo avaliadas por microscopia eletrénica de
varredura e espectroscopia Raman. Resultados: A analise de microscopia eletrdnica
de varredura mostrou que as amostras de plasma eram enriguecidas com vesiculas
extracelulares (exossomos) de 50-150nm, ndo contendo vesiculas grandes e corpos
apoptoticos (> 180nm). A espectroscopia Raman mostrou diferencas na analise de
componentes principais (PCA), com 62% de variagdes no PC1l. A maioria das
diferencas foi encontrada nos aminoacidos, com aumento de metionina e triptofano e
niveis mais baixos de tirosina, arginina e leucina. Além disso, foram encontrados
aumento nas moléculas da estrutura do DNA, alteracdes no acido miristico, amida | e
amida Il, carotenoides e fosfolipidios. Conclusédo: Os niveis mais elevados de
fosfolipidios e compostos estruturais de RNA podem sugerir que o enriquecimento do
plasma com exossomos pode fornecer uma melhor visualizacdo da carga do
exossomo durante o inicio da gestacdo, além de apresentar possiveis novos
biomarcadores metabdlicos para distlrbios gestacionais hipertensivos. Considerando
ISS0, 0 uso de plasma enriquecido com exossomo como fonte de biomarcadores de
gestacdo pode fornecer uma visdo precoce da comunicacdo placentaria na interface
materno-fetal, com potencial para se tornar uma ferramenta poderosa para

diagnéstico diferencial e progndstico no final da gravidez.

Palavras-chave: gestacao, Hipertensao Induzida pela Gravidez, microvesiculas.
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ABSTRACT

Objective: To isolate and characterize the extracellular microvesicles (present in
maternal blood plasma) from patients who have had pregnancies with and without
hypertension. Method: This is a cross-sectional study to describe the characteristics
of extracellular vesicles of placental origin present in peripheral maternal blood, carried
out from July to December 2019, in the high-risk ambulatory and obstetric center of a
public maternity in SC. After the interview, two samples of peripheral blood were
collected from each pregnant woman, isolation was performed and the samples were
then evaluated by scanning electron microscopy and Raman spectroscopy. Results:
The scanning electron microscopy analysis showed that the plasma samples were
enriched with 50-150nm extracellular vesicles (exosomes), without large vesicles and
apoptotic bodies (> 180nm). Raman spectroscopy showed differences in principal
component analysis (PCA), with 62% of variations in PC1. Most of the differences were
found in amino acids, with increased methionine and tryptophan and lower levels of
tyrosine, arginine and leucine. In addition, an increase in DNA structure molecules,
changes in myristic acid, amide | and amide Il, carotenoids and phospholipids were
found. Conclusion: Higher levels of phospholipids and structural RNA compounds
may suggest that plasma enrichment with exosomes may provide a better view of the
exosome load during early pregnancy, in addition to presenting possible new metabolic
biomarkers for hypertensive gestational disorders. Considering this, the use of
exosome-enriched plasma as a source of pregnancy biomarkers can provide an early
view of placental communication at the maternal-fetal interface, with the potential to
become a powerful tool for differential diagnosis and prognosis in late pregnancy.

Keywords: pregnancy, Pregnancy-Induced Hypertension, microvesicles.
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INTRODUCAO

A gestacdao, o parto e nascimento sdo momentos de maior impacto na vida de
individuos e familias, pois apesar de ndo configurar doenca, tal momento requer
cuidados e atencdo de uma equipe multidisciplinar, garantindo o resultado esperado
por eles e/ou 0 minimo possivel de desfechos ruins. A placenta, por sua vez, exerce
um dos papeis mais importantes neste processo, especialmente por transportar gases
e nutrientes da mae ao feto. Quando do seu comprometimento, em qualquer fase da
gestacao, surgem as comorbidades que caracterizam a gestagcao como de alto risco,

em que existe um risco direto ao desenvolvimento fetal e a condigdo materna.

As desordens gestacionais estdo entre as principais causas de mortalidade
materna em diversos paises, em que a gestacao se desenvolve sob uma placentacao
superficial devido a invasdo debilitada do sinciciotrofoblasto no estroma uterino,
remodelando as artérias espiraladas uterinas de modo insuficiente, comprometendo o
aporte de oxigénio e nutrientes, e o desfecho gestacional, causando uma desordem
inflamatdria e hipertensiva sistémica na gestante. Estima-se que a pré eclampsia

complica de 2 a 8% das gesta¢des em todo o mundo.

A possibilidade de isolamento e caracterizacdo das microvesiculas de origem
trofoblastica, na corrente sanguinea materna durante a gestacao, € uma ferramenta
gue permite o estudo da atividade das células trofoblasticas durante o processo de
placentacdo. Como resultado, as diferencas encontradas na producdo das
microvesiculas em gestantes normais e patologicas poderiam elucidar possiveis
mecanismos envolvidos no desenvolvimento normal e anormal da placenta, assim
como, mecanismos de comunicacédo celular na interface materno-fetal. As vesiculas
extracelulares, no contexto das novas técnicas, sdo algumas das microestruturas

promissoras a respeito de seus papeis biologicos.

A liberacéo destas estruturas para a circulagdo materna ocorre especialmente
na primeira metade da gestacdo. O papel das vesiculas extracelulares é sugerido
como importante para a comunicacdo materno-fetal tanto em gestacfes normais
guanto em patoldgicas, estando também associado aos aspectos imunoldgicos da
gestacao. Estes fatores elevam seu potencial como biomarcadores precoces de risco

gestacional, por isso 0 objetivo deste estudo € isolar e caracterizar as microvesiculas
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extracelulares (presentes no plasma sanguineo materno) de pacientes que passaram

por gestacdes com e sem hipertenséo.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo trata-se de um estudo transversal, no qual fator e efeito
sdo observados num mesmo momento historico (corte transversal do tempo)
(FLETSCHER, 2014), desenhado para descrever as caracteristicas de vesiculas
extracelulares de origem placentaria presentes no sangue materno periférico. Foi
realizado no periodo de julho a dezembro de 2019, no Ambulatério de Alto Risco,
assim como no Centro Obstétrico (CO), da Maternidade Darcy Vargas de Joinville —
SC.

A amostra envolveu 1) gestantes no primeiro, segundo e terceiro trimestres
de gestacdo, em acompanhamento no Ambulatério de Alto Risco; e 2) Grupo Controle:
Gestantes que foram submetidas a cesariana devido a: a) cesarea prévia, b)
apresentacao fetal pélvica, c) desproporcdo céfalo-pélvica, d) estado fetal nao
tranquilizador ou e) falha na progressao do trabalho de parto. Para serem incluidas no
estudo, as participantes foram convidadas pelos pesquisadores em momento
oportuno, durante a rotina de acompanhamento pré-natal no ambulatorio ou pré
cesariana no CO. No aceite de participacdo da pesquisa, estas assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

Como critérios de incluséo as gestantes deveriam apresentar mais de 18 anos
de idade; realizar acompanhamento pré-natal no PNAR; auséncia de enfermidades
de carater autoimune, infeccioso ou genético que ndo do presente estudo
(hipertenséo); parto cesariana no respectivo servico obstétrico; e assinatura do TCLE.
Como critérios de exclusdo foram definidos: desistir da pesquisa durante sua
realizacdo, deixar de realizar pré-natal no referido servi¢o, presenca de tabagismo,

consumo de alcool.

O presente estudo teve inicio apos a aprovacao da instituicdo mediante Carta
de Exequibilidade e apo6s aprovagdo do CEP (sob o parecer n® 3.276.544/2019), e
seguiu em seu desenvolvimento os requisitos da Resolu¢do 466/12 do Conselho

Nacional de Saude do Ministério da Saude (BRASIL, 2012c), que regulamenta a
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pesquisa envolvendo seres humanos. Apds assinatura do TCLE foi realizada
entrevista com aplicacdo de questionario. Os dados deste estudo compreendem:
informacbes autorrelatadas pelas participantes por meio de entrevista e dados

complementares obtidos do prontuério eletrénico.

Duas amostras de sangue periférico foram coletadas das gestantes logo apés
a entrevista. Coletou-se 8,5 mL de sangue, de acordo com Théry et al (2018), em dois
tubos a vacuo com conservantes distintos: um com Heparina e outro com Acido
Citrico, Citrato de Sdédio e Dextrose (ACD). A agulha para coleta foi de calibre 21G,
com sistema Vacutainer. O sangue foi imediatamente armazenado sob refrigeracéo e
processado em até duas horas para isolamento do plasma. A primeira etapa para
processamento do sangue foi o isolamento do plasma, sendo realizadas duas
centrifugacodes distintas: a primeira a 1200 g por 20 minutos, seguida da segunda, por
30 minutos, a 10 000 g, ambos a 4 °C. Um total de 5,4 mL (1,8 mL de solugcao de ACD,
3,6 mL de Heparina) de plasma processado foi imediatamente armazenado a -80 °C

em tubos criogénicos.

As amostras foram entdo encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Celular do
Instituto Bioldgico de Ciéncias da Saude da UFAL. Para o isolamento foi utilizado o Kit
de isolamento de exossomos Mag Capture™ (Wako™, Japao), em que se utilizam
esferas magnéticas e um componente fosfolipidico chamado Fosfatidilserina (PS)
(método de afinidade PS), possibilitando isolar facilmente exossomos de alta
gualidade e outras VEs de meios de cultura e de fluidos corporais com alto rendimento,
através de microcentrifugacdo normal. Além de isolar os exossomos e outras VEs de
maneira intacta, porque essas VEs sdo separadas das esferas magnéticas com um
agente metalico quelante a um pH neutro. Ao capturar as vesiculas no complexo
Esfera Magnética + PS + fon metalico, estas séo isoladas e liberadas com um agente
guelante (FUJIFILM).

Para caracterizacao das amostras foi utilizada Espectroscopia de Raman, que
€ uma das principais ferramentas de aplicagdo em analises de tecidos naturais usando
técnicas espectroscopicas. Os espectros Raman das amostras de soro foram obtidos
em espectrometro XploRA (Horiba) acoplado a um microscopio Olympus. As amostras
foram excitadas por um laser de 532 nm que foi focalizado através de uma objetiva de
10 x. A mesma lente objetiva foi utilizada para coletar a luz espalhada Raman apos
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interacdo com a amostra, em uma geometria de retroespalhamento. A fim de
minimizar o aquecimento induzido por laser das amostras, uma irradiacdo de baixa
poténcia foi usada (~ 5 mW) durante um curto tempo de exposicao (exposicao a laser
de 3 segundos para 5 acumulacdes). A grade de difracéo utilizada tinha 1200 linhas /
mm, o0 que rendeu uma resolucao espectral de 1,5 cm1. (MOVASAGHA; REHMANB;
REHMAN, 2007).

As frequéncias de pico foram calibradas com wafer de silicio, tendo como
referéncia a banda vibracional de 520 cml. Para cada amostra, pelo menos 5
espectros Raman foram obtidos na regido da impressao digital de 600-1800 cm-1.
Todos os dados foram coletados nas mesmas condigdes. A fim de comparar as
alteracOes de espectro relacionadas, todos os espectros foram ajustados ao fundo,

suavizados e normalizados pela area.

Os espectros pré-processados foram analisados estatisticamente usando
Andlise de Componentes Principais (PCA). Essa técnica multivariada extrai as
informacdes importantes dos dados e identifica padrbes que revelam as principais
caracteristicas do conjunto analisado, transformando os dados originais em um
conjunto de novas variaveis ortogonais denominadas componentes principais (PCs),
de forma que as variancias espectrais sejam maximizadas. Normalmente, a maior
parte da variacdo esta contida nos trés primeiros componentes principais (PC1, PC2
e PC3). Para investigar as causas espectrais subjacentes da variacao descrita pelos
PCs, os gréficos de carregamento dos PCs séo usados (ABDI; WILLIAMS,2010).

RESULTADOS

Do total de participantes inclusas (n=122), 37 eram hipertensas, maioria
(71,4%) encontrava-se na faixa etaria acima dos 35 anos de idade, com ensino médio
completo (40,5%). Foram encaminhadas para isolamento e processamento dos testes
35 amostras, estas referem-se ao Grupo Controle (20 participantes com outras
condicdes, além de cesariana por iteratividade, despropor¢cdo céfalo-pélvica, entre
outras) e ao Grupo Hipertensas (15 participantes, gue ho momento da entrevista nao

apresentavam outras comorbidades, além da hipertensao).
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As participantes do grupo controle apresentaram idade média de 28,4 anos,
predominantemente de cor de pele branca ou parda, com ensino médio completo,
unido estavel como estado civil, com renda familiar entre 1 e 3 salarios minimos. Em
relacdo a gestacdo mais da metade relatou néo praticar atividade fisica regular, todas
estavam no segundo trimestre gestacional, em sua maioria vivenciavam a primeira
gestacao, seguidas por terceira gestacdo. Grande parte relatou ndo possuir histérico
familiar de HAS gestacional. Como desfecho gestacional predominante, esteve a

cesariana com média de ldade Gestacional de 38,3 semanas.

Para as do Grupo Hipertensas, a idade média de 29,8 anos,
predominantemente de cor de pele branca, com ensino médio completo, unido estavel
como estado civil, com renda familiar entre 1 e 3 salarios minimos. Em relacéo a
gestacao, o surgimento da HAS esteve na IG média de 25 semanas, mais da metade
relatou ndo praticar atividade fisica regular, a grande maioria estava no terceiro
trimestre gestacional, em sua maioria vivenciavam a segunda gestacdo. Mais da
metade relatou ndo possuir historico familiar de HAS gestacional, e apenas cinco
delas possuiam histérico de HAS em gestacao anterior. Como desfecho gestacional
predominante esteve a cesariana com meédia de ldade Gestacional de 36 semanas,

conforme apresentado na Tabela a seguir:

Tabela 1. Caracteristicas das gestantes com amostra avaliada

Controle (n=11) Hipertensas (n=13)

Idade (média * desvio 28,4 7,5 anos 29,8 + 4,9 anos p =0,58*
padrdo)
Cor da pele
Branca 5 9
Negra 1 0 p =0,40**
Parda 5 3 p =0,37**
Amarela 0 1 p =1,00**

Nivel de ensino

Sem Instrugdo 0 0
Alfabetizada 0 0 p =1,00**
Fundamental incompleto 0 1 p =1,00**
Fundamental completo 0 0 p=1,00**
Médio incompleto 3 4 p=1,00**
Médio completo 5 7 p=1,00**
Superior incompleto 0 0 p=1,00**
Superior completo 3 1 p=1,00**
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Estado civil
Solteira 3 3
Casada 3 4 p=1,00**
Unido estavel 4 6 p =1,00**
Divorciada 1 0 p =1,00**
Renda familiar (média + 2.847 £ 2.123 reais 2.936 + 1.610 reais p=0,47*
desvio padrao)
Idade gestacional de inicio N3o se aplica 25 semanas # 6,2 dias N3o se aplica
de hipertensdo (média +
desvio padrao)
Atividade fisica
Sim 5 5
N3o 6 8 p =1,00%*
Trimestre da Gestacao
Segundo 11 4
Terceiro 0 9 p = 0,0006**
Numero de gestagoes
1 5 2
2 2 9 p = 0,04**
3 3 1 p=1,00**
4 1 1 p=1,00**
HAS Gestacional anterior
Sim 1 5
N3o 0 8 p=0,42**
Histdria familiar de HAS
gestacional
Sim 4 6
N3o 7 7 p =0,69%*
Desfecho
Parto normal 2 1
Parto cesariano 5 11 p=0,52%*
Nao informado 4 1
Idade gestacional (média + 38,3 £ 0,9 semanas 36,0 £ 1,7 semanas p =0,60***

desvio padrdo)

Legenda: *Teste T de Student. ** Teste de Fisher. *** Teste de Mann-Whitney

Ao incidir laser (Raman) sobre as amostras obteve-se o espectro dos
componentes quimicos presentes em cada uma, exibindo um espectro caracteristico
para cada amostra, 0 que permitiu conhecer os compostos presentes nas amostras

de cada grupo. Conforme mostra a Figura abaixo (painel esquerdo), € possivel
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observar as bandas relativas ao Grupo de Hipertensas na cor vermelha e logo abaixo
0 grupo controle representado pela cor azul. A sobreposicdo dos espectros (painel
direito) de cada grupo permite perceber quais compostos foram responsaveis pelas

diferencas espectrais observadas.

Figura 5 — Espetroscopia de Raman
Espectroscopia Raman
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Legenda: Espectroscopia dos grupos analisados, Hipertensas (em vermelho) e Controle (em azul).

As atribuicbes das bandas Raman utilizadas na interpretacdo das
caracteristicas espectrais foram realizadas com base na literatura publicada (CHEN
et al, 2014; BASAR et al, 2012; SAHU et al, 2013; SAHU et al, 2015;)

* 629 cm1: Acetil coenzima A; Glicerol.

* 724 cm'l: Adenina (modo de respiracdo em anel de bases de DNA / RNA);
Acetil coenzima A.

* 966 cm™1: Hidroxiapatite; vibragdo de alongamento de PO43- de hidroxiapatita.

* 1012 cm1: Fenilalanina.

« 1164 cm1: Tirosina (colageno tipo I).

« 1201 cm1: Acidos nucleicos e fosfatos; Amida Ill devido ao alongamento C —
N e flexdo N — H; Estrutura eletrénica de nucleotideos; Aminoacidos (prolina e
tirosina).

* 1291 cm1: Citosina.

* 1456 cm1: curvatura CH2 de proteinas.
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* 1525 cm1: Vibragbes no plano do conjugado —C = C—.

+ 1668 cm'1: banda Amida | (proteina, lipidios); estrutura B-turn; C = C trecho.

A analise de componentes principais (PCA) revelou que 0s espectros que
apresentaram variancia mais significativa (62%) entre os grupos foram de PC1, e os
componentes principais de PC2 e PC3 nao atingiram variancia relevante (Figura 6).

Demais contribuicdes estdo apresentadas na Tabela 1.

* 1012 cm1: Fenilalanina.
* 1456 cm1: curvatura CH2 de proteinas.

+ 1668 cm1: banda Amida | (proteina, lipidios); estrutura B-turn; C = C trecho.

Figura 6 — Principais Componentes

Principal component analysis (PCA) de 600 a 1800 cm™
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Maiores contribuintes para PC1 em 1012, 1456, 1507, 1535 e
1668 cm™ - 62% da variagdo entre os dois grupos

Maiores contribuintes para PC2 em 1001, 1152, 1175, 1514 e
1535 cmt- 21% da variagdo entre os dois grupos

Maiores contribuintes para PC3 em 1020, 1175, 1517 e 1535
cm? - 6% da variagdo entre os grupos

Fonte: Laboratério de Biologia Celular UFAL (parceiro).

Podemos observar na Tabela abaixo, da atribuicdo dos picos de Raman, que
em relacdo as participantes controle (sem hipertensdo), as hipertensas possuem
alteracdes estatisticamente significativas para estas moléculas acima mencionadas
na Espectroscopia de Raman. Considerando que as atribuicbes sao as mudancas
espaciais nas moléculas, e as contribuigcbes sdo os sitios onde houve alteracédo das

ligacdes quimicas entre elas, com os achados deste estudo é possivel compreender
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em quais sitios houve alteracdes das ligagcbes quimicas, e que possuem relacdo

intrinseca com o bom desenvolvimento da gestacéo. Dos principais achados, tem-se

maior significancia nos picos de metionina, acido miristico, tirosina, carotenoides.

TABELA 2 — Atribui¢gdes e Contribuicdes dos Picos de Raman

Atribuicdo dos Picos Raman (Raman peak assignments)

Sinal Raman Possiveis atribuicé Contribuici Intensidade das bandas dos |Intensidade das bandas de P
[cm] ossivels atribuicoes ontribuicoes Controles (Mean + SEM) | DHEG (Mean+SEM)
Acid orbi
629 C-C bending c1e0 ascorbice 0.0584 = 0.0014 0.0649 + 0.0028 0,4062 - ns

1020 C=0 stretching

C-C assynmetric stretching

Acido trico

D-(+)-lactose monohydrate
D-(+)-Galactosamine
N-Acetyl-D-glucosamine

Acido Miristico

0.3151 + 0.0042 0.3386 + 0.0136 0,6762 - ns

= +10. .. EIX -
1507 NH bending Vitamina B12 0.3679 £+ 0.0051 0.3757 £ 0.0104 0,0185
1514 C=C stretchin Carotenoides 0.7247 % 0.0057 0.7377 £ 0.0106 0,0177 - =
g D-(+)-Galactosamine ) ) ) ) ’
L-Glutamato
1517 C-C stretchi 0.8957 £+ 0.0050 0.9004 + 0.0088 0,1208 -
stretcliing Carotenoides (beta caroteno) ’ s
1525 _ C=Csretching Carotenéides 0.9994 + 0.0004 0.9948 + 0.0032 0,0819 - ns
In plane vibrations of conjugated - C=C-
1535 C=C stretching Carotenoides (beta caroteno) 0.6844 + 0.0057 0.6745 + 0.0085 0,1077 - ns
Amida I (folha beta)
C=C stretching Lysozyme -
1668 C=0 stretching Colestersis 0.0815 + 0.0043 0.1486 + 0.0230 0,0236 -
Cholesteryl palmifate

Fonte: Laboratorio de Biologia Celular UFAL (parceiro).
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DISCUSSAO

Em relacdo aos picos de Raman encontrados para cada grupo podemos
observar que em relacdo as participantes do grupo controle (sem hipertensao), as
hipertensas possuem alteracdes estatisticamente significativas para alguns
componentes moleculares, como mostrado na Tabela 2 dos achados deste estudo é
possivel compreender em quais sitios houve alteracdes das ligacdes quimicas, e que
possuem relacao intrinseca com o bom desenvolvimento da gestagéo. Dos principais
achados, tem-se maior significancia nos picos de metionina, acido miristico, tirosina,

carotenoides.

A homocisteina, um aminoacido produzido a partir da metionina hepatica, é
metabolizada nas vias de desmetilacdo e de transulfuracdo, sendo que seus valores
plasmaticos e urinarios refletem a sintese celular. A hiper-homaocisteinemia tem sido
associada a maior risco de eventos aterotrombéticos, e a literatura sugere associacao
causal, independente de outros fatores de risco para doencga arterial. A diminui¢cdo da
homocisteina plasmatica para valores normais € seguida de reducao significante na

incidéncia de doenca aterotrombotica (NEVES et al, 2004).

A agressdo ao endotélio parece ser um dos mecanismos pelos quais a
homocisteina leva a leséo vascular. O grau de leséo endotelial provocada pela hiper-
homocisteinemia era semelhante ao observado em associagao com outros fatores de
risco, como na hipercolesterolemia e na hipertensdo arterial sistémica. Um dos
principais mecanismos de disfuncdo endotelial induzida pela hiper-homocisteinemia
estaria relacionado a diminuicdo da biodisponibilidade do fator de relaxamento do
endotélio, o 6xido nitrico, sintetizado a partir de L-arginina pela acdo da enzima 6xido
nitrico-sintase. O Oxido nitrico € um potente vasodilatador enddégeno, que inibe a
agregacao plaquetaria, a migracao de leucécitos e a proliferacao e migracdo da célula
muscular lisa e restringe a ativacao e expressao de moléculas de adesao e a producao
de anions superédxido (Venancio et al, 2010). No desenvolvimento placentario,
especialmente em fase inicial, a presenc¢a do 6xido nitrico é essencial e, associado a
prostaciclina, favorece a remodelacéo e a vasodilatacdo necessaria a artéria uterina
espiralada (FREITAS et al.,2017).

A hiper-homocisteinemia exerce um papel importante na disfuncéo endotelial

através de mecanismos oxidativos e inflamatérios. Estudos in vitro em células
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expostas a homocisteina demonstraram um aumento da atividade dos fatores de
coagulacdo XlIl e V, reducdo da ativacdo da proteina C, inibicdo do ativador de
plasminogénio tecidual, reducéo da biodisponibilidade do 6xido nitrico e prostaciclina,
estimulacdo da agregacdo plaquetaria, aumento da atividade do fator de von
Willebrand, inibicdo da expresséo da trombomodulina, indugéo da expresséo do fator
tecidual e supressdo da expressdo do heparan-sulfato na parede vascular. Todas
essas alteracbes gerariam um ambiente trombogénico vascular, com a ativacdo da
cascata de coagulagido e modificacdo do tonus vascular (Venancio, et al, 2010). E
possivel que alteracdes significativas do conteddo exossémico de homocisteina
também oferecam um ambiente pré-trombético na gestante, favorecendo o

surgimento de complicacfes desta natureza.

A concentracdo menor de carotenoides (1535 cm™) esta associada a doencgas
ou perda da homeostasia, como alteracdes pré-neoplasicas e cancer. Os carotenoides
possuem efeito destacavel na resposta imune e na comunicacado intracelular, bem
como apresentam efeitos benéficos contra doencas relacionadas ao envelhecimento.
Além disso, ha indicios de que os carotenoides, em associacdo com outros
componentes apresentam efeito protetor contra algumas doencas cronicas
(hipertensédo, diabetes, hipercolesterolemia). O estresse oxidativo induzido pelas
espécies reativas de oxigénio também tem sido considerado parte importante na
etiologia das doencas cronicas. Acredita-se que a oxidacdo de LDL tenha um papel
na patogénese da aterosclerose e doenca cardiovascular. De acordo com essa
hipétese, macréfagos dentro da parede do vaso arterial fagocitam a LDL oxidada e
iniciam o processo da formacgéo da placa. O aumento de espécies reativas de oxigénio
inativa a producédo de oxido nitrico, o qual acelera o fenbmeno patolégico chamada
disfuncdo endotelial (GOMES, 2007). A relacdo entre o nivel de carotenoides e
desencadeamento de hipertenséo gestacional sdo muito pouco escritas. Assim a partir
do resultado de que ha diferenca estatisticamente significativa para estes compostos
entre gestante com hipertensdo e sem hipertensdo pode-se abrir uma nova
oportunidade para concentracdo de esforcos voltados para melhor elucidacédo desta

relacao.

No estudo de Palan et al. (2001), foram comparados os niveis de quatro
carotenoides (alfa-caroteno, betacaroteno, licopeno e cantaxantina) no tecido

placentario, soro materno, sangue do corddo umbilical de gestantes normais (n = 22)
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e gue entraram em pré-eclampsia (n = 19). Foi observado que o0s niveis de beta
caroteno, licopeno e cantaxantina nas placentas das que tiveram pré-eclampsia
estava significativamente menor que das controles (p = 0,32, 0,009 e 0,013,
respectivamente em relacdo aos controles. Niveis séricos de betacaroteno e de
licopeno estavam significativamente diminuidos nas gestantes com pré-eclampsia (p
= 0,004 e 0,008, respectivamente). Nao foram encontradas diferencas para esses
parametros no sangue do cordao umbilical. Assim, niveis baixos de carotenoides no
tecido placentério e no soro materno das gestantes com pré-eclampsia podem estar
envolvidos na fisiopatologia da pré-eclampsia.

Azar et al. (2011) verificaram em um estudo longitudinal menor nivel sérico de
alfa e beta caroteno em gestantes com diabetes tipo 1 que desenvolveram pré-
eclampsia em relacdo as que ndo evoluiram para pré-eclampsia. O beta-caroteno
possui atividade pro-vitamina A (STROBEL, 2017), assim, € possivel que o beta
caroteno reduzido no terceiro trimestre deva-se a maior atividade antioxidante ligada
a maior estresse oxidativo ou maior conversao de beta caroteno em vitamina A para
compensar niveis baixos desta. Assim, notam-se alteracdes de carotenoides em
diferentes pontos de controle de sinalizacdo homeostatica, sendo este o primeiro
estudo a apontar que essas altera¢cées também possam dar-se ao nivel de exossomos
placentarios.

A tirosina possui relacdo inversa com pressao arterial. Em geral, a hipertensao
se relaciona com niveis menores de tirosina, enquanto a administragéo de tirosina tem
efeito hipotensor. Tirosina e leucina estéo reduzidas em quadros de pré-eclampsia. A
presenca de moléculas inibidoras de tirosina quinase pode estar diretamente
relacionado a inibicdo da sinalizag&o via tirosina quinase e dos fatores de crescimento
endotelial vascular (VEGF). A sinalizacdo VEGF é importante para o adequado
funcionamento endotelial e a sintese de Oxido nitrico — sua inibicdo prejudica a
vasodilatacdo. Outros efeitos da inibicdo de VEGF incluem a inducdo da morte de
células endoteliais e a rarefacdo dos vasos de resisténcia (SOUZA, 2015). Portanto,
€ possivel que a falta de ativagcéo de receptores tirosina quinase possa trazer prejuizo
suficiente para impedir o remodelamento das artérias uterinas espiraladas, que
necessitam de tal remodelacdo para estabelecer um fluxo sanguineo adequado ao
desenvolvimento e progressao da gestacao. Quando do ndo remodelamento, o fluxo

de sangue necessario para uma adequada irrigacao placentaria requer maior pressao
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arterial ocasionando assim leséo endotelial e processo inflamatério, o que predispde
a hipertensao (ALPOIM, 2013).

Conforme estudo desenvolvido por Speziali, et al (2018) um total de 47
proteinas intracelulares e 32 secretadas foram desreguladas apos tratamentos com
diferentes concentra¢6es de acido miristico em cultivo de células hepaticas. A anélise
de enriquecimento funcional revelou que acido miristico modula a formacédo de
goticulas de lipideos e a organizacdo do citoesqueleto, induz estresse no reticulo
endoplasmatico, mudancas no exossomo e classificacdo de miRNA extracelular em

cultivo de células hepdticas.

O acido miristico esta relacionado com HDL e colesterol total, também pode
aumentar estresse de reticulo endoplasmatico e a liberacao de exossomos. O &cido
miristico ancora lipides em membranas citoplasmaticas. O acido miristico pode
modificar proteinas co ou pos-translacédo, em processo chamado de myristoylation e
tem papel fundamental em interacdes proteina-proteina, sinalizacao celular e targeting
de membrana. Dadas as fungdes cruciais do acido miristico anteriores é plausivel que
as alteracbes deste nos exossomos resultem em multiplas perturbagbes de
sinalizagao intracelular que favorecam o desenvolvimento da hipertensdo na
gestacdo, embora as relacbes de causa e efeito ainda sejam desconhecidas
(RAMPERSAUD et al, 2020).

Estreitando algumas hipoteses chama-se atencao para o acido palmitico (que
também é um &cido graxo saturado) no estudo de Rampersaud et al (2020) observou-
se que niveis sanguineos altos deste composto em mulheres obesas induz uma
resposta inflamatéria em células trofoblasticas extravilosas o que dificulta sua
capacidade de migrar em direcdo as células da musculatura lisa, o que por
conseguinte pode prejudicar o remodelamento da artéria uterina espiralada. Conforme
este estudo niveis elevados de acido palmitico em situacdes fisiopatoloégicas como
obesidade podem prejudicar o desenvolvimento precoce da placenta e predispor a
disfuncédo placentaria, e induzir a expressao de varios mediadores vasoativos e
inflamatorios em células trofoblasticas extravilosas incluindo endotelina, interleucina
(IL) -6, IL-8 e fator inibidor do plasminogénio 1(PAI1).

Conforme descreve FEBRASGO (2017), por meio de dados epidemioldgicos,

€ possivel reconhecer mulheres com maior possibilidade de desenvolver a doenca
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(hipertensdo) e tracar uma estratégia de seguimento pré-natal diferenciado. E um
destes fatores mencionados é a idade, e observa-se que um numero expressivo de
gestantes (71%) do estudo se encontra acima dos 35 anos de idade, o que de fato

evidencia a necessidade do cuidado especializado.

No presente estudo, considerando gestantes controle e hipertensas, foram
observadas diferencas significativas apenas para o numero de gestacdes e o trimestre
da gestacdo, de modo que estar na segunda gestacdo e no segundo trimestre foram
fatores significativamente ligados ao desenvolvimento de hipertens&o em relagcéo aos
controles. Conforme trazido por multiplas diretrizes, a hipertensao gestacional é a que
surge apos vinte semanas de gestacdo (BRAUNTHAL e BRATEANU, 2019). Ainda,
conforme Li, Binongo e Kancherla (2019), a nuliparidade também esta
significativamente associada com a hipertensdo gestacional, tornando

compreensiveis as diferencas encontradas.

No estudo de Sousa et al. (2019), que abrangeu 114 gestantes, a idade mais
elevada, antecedentes familiares de hipertensdo, hipertensdo prévia, gestacoes
tardias, diabetes e obesidade foram associados com hipertenséo arterial gestacional.
Gestacdo apés os 35 anos de idade corroboram com informagdes do Ministério da
Saude, que apontam esta idade como fator de risco materno (BRASIL, 2015). Costa
et al. (2016) e Sousa et al. (2019) encontraram mais gestantes com cor de pele branca,
porém Andrade et al. (2013) n&o, ilustrando que essa caracteristica pode estar
relacionada aos perfis das gestantes e do local onde o estudo é realizado. Demais
caracteristicas apresentadas na tabela de dados sociodemograficos ndo diferiram

entre gestantes hipertensas e controles.

CONSIDERACOES

Em conjunto, apesar dos estudos anteriores ndo apontarem para tirosina,
metionina, acido miristico e carotenoides ao nivel exossémico, estes estudos apontam
para potenciais biomarcadores que possam estar alterados muito precocemente na
gestacgdo e iniciarem as modifica¢cdes de sinalizagéo intracelular (a nivel bioguimico),
gue possam resultar mais tardiamente na hipertensdo gestacional (alteracdo
morfologica). Assim, uma vez que as gestantes hipertensas possuem elevacédo do

nivel sanguineo de exossomos placentarios o desvendar dos sinalizadores
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exossbmicos podera constituir recurso altamente valioso tanto para diagnéstico e
prevencdo, como para compreensdo da génese da hipertensdo gestacional, dai

representada a grande relevancia deste estudo.
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CONCLUSAO

Os dados apresentados neste estudo demonstram que é possivel obter
amostrar enriquecidas com exossomos presentes na corrente sanguinea de
gestantes, utilizando método acessivel (barato e simples) como a centrifugacdo de
soro materno, para obtencdo de plasma enriquecido com exossomos, livre de células
apoptéticas (isolamento), e por meio da espectroscopia de Raman (método recente e
barato de se realizar) compreender as diferencas estruturais e de seu conteudo e das
populacfes destes que estdo presentes no plasma sanguineo de gestantes com e
sem hipertensdo (caracterizar), e através destes elucidar a relacdo da presenca
destes exossomos em maior quantidade nas primeiras semanas de gestagdo com 0s

desfechos gestacionais relacionados, especialmente relacionados a hipertenséo.

Com os resultados obtidos € possivel (apesar dos estudos anteriores néo
apontarem para tirosina, metionina, acido miristico e carotenoides ao nivel
exossomico) indicar potenciais biomarcadores que possam estar alterados muito
precocemente na gestacgao e iniciarem as modificagdes de sinalizag&o intracelular que
possam resultar mais tardiamente na hipertenséo gestacional (alteracdo morfoldgica).
Assim, uma vez que as gestantes hipertensas possuem elevacao do nivel sanguineo
de exossomos placentarios o desvendar dos sinalizadores exoss6micos podera
constituir recurso altamente valioso tanto para diagndstico e prevencdo, como para
compreensao da génese da hipertensdo gestacional, ja que em nosso estudo
encontramos reducao significativa de aminoacidos essenciais e elevagéo de colesterol
(especialmente LDL), achados estes que contribuirdo para o desenvolvimento de mais

estudos na comunicacéo da interface materno-fetal.

Apontamos como facilidades deste estudo a prontiddo em participar, por parte
de todas as gestantes abordadas e a abertura da instituicdo (Maternidade Darcy
Vargas) para realizacao de pesquisas comprometidas com a saude e o bem-estar da
populacdo, e tambem a qualidade das parcerias estabelecidas em seu
desenvolvimento com entidades locais e nacionais, que agregaram nao apenas
conhecimento, mas investimento e tecnologia de ponta a realizacdo deste estudo no
decorrer do curso de mestrado. Nao podemos deixar de mencionar que fragilidades

foram encontradas em sua execugao, especialmente no tangente em relagcdo aos
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registros em prontuarios, que devido ao perfil do servico sdo direcionados a
especificidades, limitando alguns pontos de discusséo do estudo. O atual cenario de
restricoes em decorréncia da pandemia por Covid-19 ndo pode ser menosprezado
neste enredo uma vez que o estudo foi pautado em questdes logisticas deliciadas. O
somatorio destas facilidades e fragilidades traduz-se num estudo com potencialidade
para novas pesquisas neste ambito e melhoria nos desfechos gestacionais das futuras

gestantes.
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ANEXO B - Termo de Exequibilidade MDV

pelos Pesquisadores, limitando-se a Instituigio a facilitar o acesso dos
pesquisadores aos registros disponiveis em seu ambiente.
Este Departamento fica a disposi¢do para qQuaisquer esclarecimentos que se
fagam necessarios pelo fone (47) 3461-5763.
Joinville, 23 de janeiro de 2017,
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ANEXO C - Parecer CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ./~ Plataforma
ALAGOAS Q&M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comunicagao Celular via Exossomos na Interface Materno-Fetal
Pesquisador: Rodrigo Barbano Weingrill

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 08891619.0.3002.5013

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude

Patrocinador Principal: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE - UNIVILLE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.345.149

Apresentacao do Projeto:

"Alteraces funcionais na interface materno-fetal, assim como alteragdes no potencial proliferativo, invasivo
e imunorregulador das células trofoblasticas, estdo correlacionadas com patologias de relevante significado
clinico, como a pré-eclampsia. A qual acrescenta agravantes de morbidade e mortalidade materna, que
apesar do grande conhecimento clinico, ainda carecem de biomarcadores especificos ou mesmo tratamento
adequado. Diversos fatores parecem estar envolvidos na fina regulagao da atividade trofoblastica, mas
pouco se sabe sobre quais podem estar desregulados ou quais possuem maior agdo nas patologias
gestacionais. Desta forma, o objetivo deste projeto € isolar, caracterizar e quantificar a produgao de
microvesiculas extracelulares (exossomos) de origem trofoblastica, presentes na corrente sanguinea
materna em gestagdes normais e patologicas. Amostras sanguineas serao coletadas apos assinatura de
termo de consentimento livre e esclarecido, no primeiro, segundo e terceiro

trimestre de gestagao. Ap6s o parto, fragmentos da placenta das pacientes inclusas nos grupos de estudo
serao fixados em paraformaldeido/metanol e inclusos em parafina ou criopreservados para analise
histolégica e imunohistoquimica (Syncytin-1/2, CD63,CD81,CD9) O isolamento das microvesiculas se dara
por ultracentrifugagdo (100.000g) e separagao por gradiente de densidade, enquanto sua caracterizagao
sera determinada por microscopia de raman (Syncytin-1/2, PLAP, ICAM) e citometria de fluxo (Syncytin-1/2,
CD63,CD81,CDY), pela determinagao dos marcadores celulares especificos para microvesiculas de origem
placentaria. Os resultados de cada grupo serao
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comparados estatisticamente entre si, para determinagao de diferengas na detecgao de microvesiculas de
origem trofoblastica na corrente sanguinea materna durante a gestagdao. Em um segundo momento, sera
avaliado o contetdo gendmico, proteico e a atividade bioldgica das microvesiculas isoladas. Por fim, o
presente projeto

tem a intengao buscar por informagdes que possibilitem a determinagao de componentes celulares de
origem trofoblasica presentes na circulagdo sanguinea materna e que possam ser utilizados como
biomarcadores de uma gestagao normal ou patoldgica."

Objetivo da Pesquisa:

"Objetivo Primario:

Isolar as microvesiculas de origem trofobléstica presentes no sangue materno de gestantes normais e com
pre-eclampsia e caracterizar e quantificar as populagées de microvesiculas de origem trofoblastica
Objetivo Secundario:

Criagao de uma linha de pesquisa denominada: Comunicagdo Celular na Interface Materno-Fetal.
Caracterizar a através de cortes histologicos as placentas normais e com pré-eclampsia Imunolocalizar os
marcadores celulares na membrana plasmatica das microvesiculas de origem placentaria. Imunolocalizar as
celulas produtoras de microvesiculas no tecido placentario.”

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

OS riscos envolvem apenas a coleta de sangue das pacientes, podendo ocasionar dor local e
infeccaolinflamacao; a coleta seguira o protocolo determinado dentro do Ambulatério de Gestacoes de Risco
da Maternidade Dacry Vargas; minimizando o potencial de concretizagéo dos riscos; evidenciado algum
risco a salde da paciente esta sera encaminhada ao setor responsavel dentro do centro obstétrico:
quaisquer inconformidades do protocolo de coleta de sangue sao de responsabilidade dos autores do
projeto os quais encaminharéo as providencias necessarias para a resolugao dos casos, arcando com os
custos globais; risco minimo inerente a vida , ligado a pertubagdes de natureza fisica e psicoldgica, sendo
também de responsabilidade do pesquisador proponente

Beneficios:

Criagdo de uma linha de pesquisa focada na elucidagdo dos fatores celulares envolvidos nas gestagoes de
risco, sem necessidade de intervengdo invasiva; possibilidade de identificagcao de biomarcadores das
gestacdes de risco; contribuir para o desenvolvimento de protocolos de encaminhamento para as pacientes
com indicagao de pré-natal no ambulatério de gestacao de
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UF: AL Municipio: MACEIO
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Hinco; dosenvolver o conhoolmanto”

Gomentarion o Conslderagbes sobre a Pesquisa:
A posqulsn é pertinente 6 autd 6m conformidade com normas preconizadas pela Conep

Conslderagdes sobre os Termos de apresentagiio obrigatéria;

O tormos foram apresentados em conformidade, porém seré preciso anexar, em documento a parte, uma

doclaragho do publitizagho menclonado quando, como 6 por quanto termpo o6 dados serdo manipulados e

armazenndos,

Recomendagbos:

1- Rubricar todas as paginas do TCLE e numerar paginas na forma 1/2

2- Informar no tcle que também fol aprovado por este comité da UFAL com dados para contato

3 Incluir uma declaragho de publicizagdo em documento a parte contendo como e por gquanto lempo oS
dados sorfio armazenados 6 como o participante tera acesso ao resultados;

5. Por mencionar a criagdo de biorepositério e seguindo a resolugao 441/11, mencione também no fcle e na
declaragio de publicizagéo todas as informagdes pertinentes (na resolugdo 441/11) como por exemplo que
o participante pode a qualquer a momento desautorizar a manutengédo de suas amostras no biorepositério
entre outras informagoes;

- Sugiro remover o termo patologla como sendo sindnimo de doenga ou enfermidade, Patologia (Mlchaelis)
-Ciéncla que estuda todos os aspectos da doenga, com especial atengdo a origem, aos sintomas e ao
desenvolvimento das condigbes orgénicas anormais e suas consequéncias.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

A proposta |4 fol aprovada pelo outro comité e estd em conformidade deve-se, no entanto atentar para as
recomendagoes.

Conslderagbes Finals a critério do CEP:

Protocolo Aprovado
Prozado (a) Pesquisador (a), lembre-6e que, segundo a Res. CNS 466/12 e sua complementar 510/2016:

0O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagho alguma ¢ sem prejuizo ao seu cuidado e deve receber copia do
TCLE, na Integra, por ele assinado, a ndo ser em estudo com
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autorizagao de declinio;

V.S® deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds analise das razdes da descontinuidade por este CEP, exceto quando perceber risco ou dano
nao previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos
grupos da pesquisa que requeiram agao imediata;

O CEP deve ser imediatamente informado de todos os fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E responsabilidade do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas a evento adverso
ocorrido e enviar notificagdo a este CEP e, em casos pertinentes, a ANVISA;

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou |1
apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também & mesma,
junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial;

Seus relatorios parciais e final devem ser apresentados a este CEP, inicialmente apos o prazo determinado
no seu cronograma e ao término do estudo. A falta de envio de, pelo menos, o relatério final da pesquisa
implicara em nao recebimento de um préximo protocolo de pesquisa de vossa autoria.

O cronograma previsto para a pesquisa sera executado caso o projeto seja APROVADO pelo Sistema
CEP/CONEP, conforme Carta Circular n°. 061/2012/CONEP/CNS/GB/MS (Brasilia-DF, 04 de maio de
2012).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Outros Carta_Resposta.pdf 17/04/2019 [Rodrigo Barbano Aceito
15:50:46 | Weingrill

Outros Carta_Resposta.jpg 16/04/2019 [Rodrigo Barbano Aceito
19:24:48 [ Weingrill

TCLE /Termos de [TCLE_UN IVILLE_MODIFICADO_COMI | 16/04/2019 Rodrigo Barbano Aceito

Assentimento / TE.docx 19:04:50 | Weingrill

Justificativa de

Auséncia

Outros RESPOSTA_PENDENCIAS jpg 19/03/2019 |Rodrigo Barbano Aceito
18:20:34 | Weingrill

TCLE / Termos de TCLE_Univille_MDV_Corrigido.pdf 19/03/2019 [Rodrigo Barbano Aceito
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Assentimento / TCLE_Univille_MDV_Corrigido.pdf 17:56:17  [Weingrill Aceito
Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de [ TCLE_Univille_MDV.pdf 28/02/2019 |Rodrigo Barbano Aceito
Assentimento / 17:48:11 [ Weingrill

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Aprovado_Edital.pdf 28/02/2019 |Rodrigo Barbano Aceito
Brochura 17:29:23 | Weingrill

Investigador

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

MACEIO, 23 de Maio de 2019

Assinado por:
Luciana Santana
(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Comunicagao Celular via Exossomos na Interface Materno-Fetal
Pesquisador: Rodrigo Barbano Weingrill

Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 08891619.0.0000.5366

Instituigao Proponente: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAQO DE JOINVILLE - UNIVILLE
Patrocinador Principal: FUNDACAO EDUCACIONAL DA REGIAO DE JOINVILLE - UNIVILLE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.476.861

Apresentagao do Projeto:

Este projeto de pesquisa esta vinculado ao Programa de Pds-graduagao em Saude e Meio Ambiente da
Universidade da Regido de Joinville, sera realizado por Jean Carl Silva, Alexandre Urban Borbely, Eduardo
Manoel Pereira e a inclusdo da pesquisadora Sandra Luft Paladino (mestranda do PPGSMA) com
coordenagao pelo professor Rodrigo Barbano Weingrill, tem como titulo Comunicagao Celular via
Exossomos na Interface Materno-Fetal.

A comunicagao celular na interface materno-fetal tem seu inicio durante o processo de implantagao
embrionéria, assim que as células do trofoblasto se diferenciam para formar a placenta, apresentando
intensa atividade proliferativa e invasiva, possuindo comportamento semelhante ao de células neoplasicas,
porém, com atividade controlada temporal e espacialmente ao longo da gestagao. Entretanto, alteragoes
funcionais na interface materno-fetal, assim como alteragdes no potencial proliferativo, invasivo e
imunorregulador das células trofoblasticas, estao correlacionadas com patologias de relevante significado
clinico, como a pré-eclampsia. Tal patologia inclui agravantes de morbidade e mortalidade materna, que
apesar do grande conhecimento clinico, ainda carecem de biomarcadores especificos ou mesmo tratamento
adequado, que ndo seja apenas paliativo e sintomatico. Neste caminho, diversos fatores parecem estar
envolvidos na fina regulagdo da atividade trofoblastica, mas pouco se sabe sobre quais podem estar
desregulados ou quais possuem maior agao nas patologias gestacionais. Por outro lado, & de conhecimento

cientifico que,
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as microvesiculas extracelulares (exossomos) de origem trofoblastica, as quais permeiam a interface
embrido-endométrio e a corrente sanguinea materna, seja em gestagoes normais e patolégicas, tem papel
importante na funcionalidade da interface materno-fetal e na homeostase do sistema como um todo. Como
parametro de investigacdo deste estudo, sera observada a produgao de microvesiculas extracelulares de
origem placentaria em pacientes gestantes normais e pacientes gestantes com diagnostico de pre-
eclampsia. Serdo determinados multiplos critérios de incluséo e exclusao, assim como incluso um termo de
consentimento livre e esclarecido. Como resultado, espera-se padronizar os protocolos de isolamento,
quantificagao e caracterizagdo de microvesiculas celulares de origem trofoblastica na corrente sanguinea
materna, além de identificar diferencas entre sua produgao em gestagdes normais e patologicas. Mais
adiante, estes resultados poderdo fazer parte de um grande esforgo na identificacéo de biomarcadores de
alteragoes gestacionais nos primeiros estagios gestacionais, especialmente as de origem trofoblastica, sem
necessidade de intervengdes diagndsticas invasivas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral: Isolar as microvesiculas de origem trofoblastica presentes no sangue materno de gestantes
normais e com pré-eclampsia e caracterizar e quantificar as populagoes de microvesiculas de origem
trofoblastica.

Objetivos especificos:

Criagdo de uma linha de pesquisa denominada: Comunicagédo Celular na Interface Materno-Fetal.
Caracterizar a através de cortes histologicos as placentas normais e com pré-eclampsia. Imunolocalizar os
marcadores celulares na membrana plasmatica das microvesiculas de origem placentaria. Imunolocalizar as
células produtoras de microvesiculas no tecido placentario.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

0 pesquisador informa que os riscos aos participantes desta pesquisa estao relacionados a coleta de
sangue das pacientes, podendo ocasionar dor local e infeccdolinflamacao; a coleta seguira o protocolo
determinado dentro do Ambulatério de Gestagoes de Risco da Maternidade Dacry Vargas minimizando o
potencial de concretizagao dos riscos. Evidenciado algum risco a salde da paciente esta sera encaminhada
ao setor responsavel dentro do centro obstétrico; quaisquer inconformidades do protocolo de coleta de
sangue sao de responsabilidade dos autores do projeto, os quais encaminhardo as providencias
necessarias para a resolugao dos casos, arcando com os custos globais; Ainda, informa que existirdo riscos
associados a perturbagoes de natureza fisica e psicoldgica, sendo também de responsabilidade do

Endereco: Rua Paulo Malschitzki, n°® 10. Bloco B, Sala 119. campus Bom Retiro

Bairro: Zona Industrial CEP: 89.219-710
UF: SC Municipio: JOINVILLE
Telefone: (47)3461-9235 E-mail: comitetica@univille.br

Péagina 02 de 07

82




P‘E‘fa;éy\
UNIVERSIDADE DA REGIAO ¢~ Plaboformo
W DE JOINVILLE UNIVILLE ‘g@oﬂ

univille

Continuagao do Parecer: 4.476.861

pesquisador proponente.
Quanto aos beneficios, o pesquisador relata que com o0s resultados obtidos a partir do estudo, seré criada

uma linha de pesquisa focada na elucidagéo dos fatores celulares envolvidos nas gestagées de risco, sem
necessidade de intervengdo invasiva; possibilidade de identificagdo de biomarcadores das gestagoes de
risco; contribuir para o desenvolvimento de protocolos de encaminhamento para as pacientes com indicagao

de pré-natal no ambulatério de gestagao de risco; desenvolver o conhecimento.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O pesquisador informa que serdo incluidos na pesquisa (critério de inclusdo) gestante com
acompanhamento pré-natal e protocolo terapéutico no Ambulatério de Gestagao de Risco da Maternidade
Darcy Vargas; com idade entre 18 e 35 anos; sem distincao de raga e procedéncia; independente de
histérico familiar prévio de alteragdes gestacionais; independente do nimero de gestagoes anteriores; que
assine do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE); com parto cesariana no respectivo servigo
obstétrico. Como critério de exclusdo, o pesquisador informa que ndo participardo da pesquisa gestantes
com presenca de enfermidades de carater autoimune, infeccioso ou genético que nao as de estudo no
presente trabalho; que ndo assine o TCLE; menores de 18 anos e maiores de 36 anos; que sejam fumantes;
etilistas; uso de drogas e psicotrépicos. O pesquisador informa que pretende incluir neste estudo, 300
pacientes no seu total, entre normais e patologicas, distribuidas em trés grupos: Gestantes com Pre-
Eclampsia Entrevista (100 gestantes), Gestagdo Normais (100 gestantes) e Gestantes com Diabetes
Gestacional (100 gestantes). Serao coletadas amostras de sangue (1°, 2° e 3° trimestre de gestagdo) e
fragmentos placentéarios no Ambulatério de Gestagéo de Alto Risco da Maternidade Darcy Vargas. A coleta
das amostras respeitara os principios éticos, praticos e de biossegurancga estipulados pelo

Ministério da Salde e condizentes com as exigéncias impostas pela Comissdo de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos de ambas as instituigoes. As amostras placentarias serao removidas e recortadas em
fragmentos menores e uma pequena parte disponibilizada para o estudo, nao prejudicando o diagnostico
das patologias. As amostras de tecido placentario e exossomos isolados do plasma sanguineo seréo fixadas
(paraformaldaeldo 4%/Metanol -20°C), incluidos em parafina, criopreservados e seccionadas em micrétomo
para serem imunomarcados com anticorpos anticitoqueratina-7, anti-vimentina, anti-HLA-G1, antibiglicam,
anti-CD9, CD63, CD81 e Syncytin-1 e 2. Os exossomos do plasma sanguineo serao isolados utilizando
protocolo de centrifugagao (Total Exossome Reagent —
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Thermo Scientific, USA), seguindo protocolo descrito pelo fabricante. Os exossomos isolados serdo lavados
em PBS e fixados para microscopia de raman e citomeria de fluxo. A caracterizagdo dos marcadores da
membrana plasmatica dos exossomos sera determinada por protocolo de citomeria de fluxo (BD
LSRFortessa™ X-20, USP/SP), com base nos marcadores conhecidos e presentes em exossomos de
origem placentaria: CD9,CD63, CD81 e Syncytin-1 e 2. A microscopia de forga atdmica e a espectroscopia
Raman serao realizados na Universidade Federal de Alagoas (UFAL), por meio do equipamento de
microscopia de ponta de provas, um sistema customizado da

Nanonics Multiview 4000, Unico do pais, composto de dois microscopios confocais Olympus (sistema 4). A
microscopia de forca atémica serd utilizada para analisar as diferengas biofisicas entre as microvesiculas. Ja
a espectroscopia Raman é uma técnica de diagnéstico optico, ndo invasiva e nao destrutiva e, assim como a
microscopia de for¢a atdmica, nao utiliza grande quantidade de amostra. Essas técnicas possibilitam o
estudo e a descoberta de novas estruturas, além de permitir analise das caracteristicas fisicas em alta
resolucéo. A espectroscopia Raman fornece resultados com informagdes em nivel molecular, possibilitando
a identificacdo de grupos funcionais e tipos de ligagoes; com especificidade molecular comparavel a de
impressoes digitais e sera utilizada para mapear a composigao bioquimica das microvesiculas, via analise
de cluster, principal component analysis (PCA), linear discriminant analysis (LDA) e regressao logistica. O
pesquisador informa que havera uso de fontes secundarias de dados, sendo utilizado o prontuario referente
ao pré-natal realizado no ambulatério de gestagao de risco da Maternidade Darcy Vargas onde constam as
informacdes e critérios de inclusdo e exclusao do grupo estudado. O pesquisador informa que serao
coparticipantes do projeto o Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da Universidade Federal de Alagoas
e a Universidade Sao Paulo. E mencionado que os dados oriundos da pesquisa ficardo sob posse e guarda
do pesquisador e a forma de descarte.

Os custos da pesquisa sado informados e a forma de financiamento é referente a carta de apresentagao da
aluna de mestrado do Programa de Pés-Graduagdo em Satide e Meio Ambiente da Univille, Sandra Luft
Paladino. Quanto ao cronograma, no projeto original foi informado que a selegéo e triagem das gestantes
sera realizada entre 01 de abril de 2019 até 15 de janeiro de 2020. Em ementa ao projeto, o pesquisador
solicitou a prorrogagéo do cronograma de execugéo de selegio e triagem de gestantes para coleta de
amostras até 31 de julho de 2020, solicitagao autorizada e aprovada por este Comité. Nesta nova ementa
proposta pelo pesquisador, é informado que a coleta de amostras se estendera até 29/01/2021. Mediante a
solicitagao, este relator é favoravel a prorrogagao de prazo para a realizagao do projeto. Ainda, o
pesquisador
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informa o aporte do valor de 10 mil reais, por meio de carta-convite do PPGSMA, da pesquisadora Sandra

Luft Paladino, mestrando no referido programa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

Todos os documentos estdo anexados ao processo e continuam validos. A Folha de Rosto apresentada
esta preenchida corretamente, assinada pelo pesquisador responsavel e pelo coordenador do curso de
Medicina da Univille.

O pesquisador apresentou o TCLE, devidamente instruido.

O pesquisador nao apresentou o instrumento de coleta de dados, mas informa quais dados serdo coletados.
O pesquisador apresentou a carta de anuéncia da Maternidade Darcy Vargas, devidamente datada e

assinada pelo Diretor da referida maternidade.

Recomendacoes:
Ao finalizar a pesquisa, o (a) pesquisador (a) responsavel deve enviar ao Comité de Etica, por meio do
sistema Plataforma Brasil, o Relatério Final (modelo de documento na pagina do CEP no sitio da Univille

Universidade).
Segundo a Resolugao 466/12, no item
XI- DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

X1.2 - Cabe ao pesquisador:
d) Elaborar e apresentar o relatério final;

Modelo de relatério para download na péagina do CEP no sitio da Univille Universidade.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
A emenda do projeto "Comunicagdo Celular via Exossomos na Interface Materno-Fetal", sob CAAE
"08891619.0.0000.5366" do (a) pesquisador(a) "Rodrigo Barbano Weingrill", de acordo com a Resolugao

CNS 466/12 e complementares foi considerada APROVADA apos analise.

Informamos que ap6s leitura do parecer, € imprescindivel a leitura do item “O Parecer do CEP” na pagina do

Comité no sitio da Univille, pois os procedimentos seguintes, no que se refere ao

Enderego: Rua Paulo Malschitzki, n® 10. Bloco B, Sala 119. campus Bom Retiro

Bairro: Zona Industrial CEP: 89.219-710
UF: SC Municipio: JOINVILLE
Telefone: (47)3461-9235 E-mail: comitetica@univille.br

Pagina 05 de 07



86

UNIVERSIDADE DA REGIAO
DE JOINVILLE UNIVILLE

IR, A
e

QA
univille

Continuago do Parecer: 4.476.861

enquadramento do protocolo, estdo disponiveis na pagina. Segue o link de acesso
http:/lwww.univille.edu.br/stalus-parecer/645062

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa

da Universidade da Regido de Joinville - Univille, de

acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagao da emenda ao

projeto de pesquisa p

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

roposto.

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgoes Basicas PB_INFORMACOES_BASICAS_165402( 25/10/2020 Aceito
do Projeto 2 E2.pdf 23:18:02
Declaragao de emenda_2.pdf 06/02/2020 |Rodrigo Barbano Aceito
Pesquisadores 18:34:04 | Weingrill
Declaragao de emenda_1.pdf 06/02/2020 |Rodrigo Barbano Aceito
Pesquisadores 18:33:54 | Weingrill _

TCLE / Termos de | TCLE_PRORROGACAQ_2020.pdf 06/02/2020 |Rodrigo Barbano Aceito

Assentimento / 18:20:34 | Weingrill

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |PRORROGACAQ_2020.pdf 06/02/2020 |Rodrigo Barbano Aceito

Brochura 18:20:08 | Weingrill

Investigador

Outros Carta_Resposta.pdf 17/04/2019 |Rodrigo Barbano Aceito
15:50:46 | Weingrill

Outros Carta_Resposta.jpg 16/04/2019 |Rodrigo Barbano Aceito
19:24:48 | Weingrill

Outros RESPOSTA_PENDENCIAS jpg 19/03/2019 |Rodrigo Barbano Aceito
18:20:34 | Weingrill

TCLE / Termos de [ TCLE_Univille_MDV_Corrigido.pdf 19/03/2019 |Rodrigo Barbano Aceito

Assentimento / 17:55:17 | Weingrill

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 28/02/2019 |Rodrigo Barbano Aceito
18:40:51 | Weingrill

TCLE/ Termos de  [TCLE_Univille_MDV.pdf 28/02/2019 |Rodrigo Barbano Aceito

Assentimento / 17:48:11 | Weingrill

Justificativa de

| Auséncia

:Je(t;ltar_a?éo de Exequibilidade_.jpg 28/02/2019 |Rodrigo Barbano Aceito

nstituigao e 26: ot

R 17:26:50 | Weingrill
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Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

JOINVILLE, 18 de Dezembro de 2020

N

Assinado por:

Marcia Luciane Lange Silveira
(Coordenador(a))
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esté sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa e 0 documento abaixo contém todas as
informacdes necessarias sobre esta colaboracdo. Sua participacdo neste estudo sera de muita importancia para
nos, pois, permitira o acesso aos componentes celulares de origem placentaria, presentes no sangue materno, 0s
quais regulam diferentes processos bioldgicos envolvidos no aparecimento de doengas gestacionais. O
entendimento destes processos nos trara pistas sobre como identificar de maneira precoce possiveis alteracdes
gestacionais através da analise do sangue materno.

e Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Comunica¢do Celular via Exossomos na
Interface Materno-Fetal”, coordenada pelo professor doutor Rodrigo Barbano Weingrill. O objetivo deste
estudo € isolar e caracterizar microvesiculas de origem placentaria presentes no sangue materno, que séo
transportadoras importantes fatores sinalizadores com papel essencial na comunicagao entre a mée e o bebé.
Assim, a investigacdo do contelldo das microvesiculas contribui para a compreensdo dos mecanismos de
surgimento de transtornos relacionados a gestagéo.

e Como participante desta pesquisa, vocé contribuird por meio da doacéo de sangue, no primeiro, segundo e
terceiro trimestres de gestacdo, sendo que, serdo coletados 8,5 mL de sangue, em tubo estéril com
anticoagulante, durante as coletas de rotina do Ambulatdrio de Gestagdo de Risco da Maternidade Darcy
Vargas (MDV) realizadas pelo laboratério Gimenes. Cada amostra de sangue serd encaminhada ao
Laboratdrio Escola da Univille, centrifugada para separacéo do plasma, o qual serd armazenado em freezer -
80 °C no Laboratdrio de Biologia Molecular da Univille. O plasma armazenado sera utilizado para o
isolamento, caracterizacdo e analise morfolégica das microvesiculas de origem placentéria. Estes
procedimentos serdo realizados em parceria com o Laboratério de Pesquisa das Interagdes Materno-Fetais e
Placenta do Instituto de Ciéncias Biomédicas — | da Universidade de Séo Paulo (USP) e do Laboratério de

Biologia Celular do Instituto Bioldgico de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

¢ Novamente, como participante desta pesquisa, vocé contribuird também, por meio da doagdo de um
cotilédone de placenta (estrutura formadora da placenta), que sera coletado apds o parto cesariano eletivo e
liberacdo da equipe de obstetricia responsavel pelo parto na MDV. O material doado sera dividido em partes
iguais com dimensdes de 3 x 1 x 1 (altura x largura x comprimento/cm), fixados no Laboratério Escola da
Univille para analise morfolégica e imuno-histoquimica/imunofluorescéncia e congelados em freezer — 80°C
no Laboratério de Biologia Molecular da Univille para analise gendmica e de proteinas. O material fixado
sera encaminhado ao Centro de Diagnostico Anatomo Patolégico de Joinville (CEDAP) onde sera preparado
para andlise morfoldgica, histologica e armazenado de maneira adequada, em ambiente com umidade e
temperatura controlados e devidamente registrados em banco de dados e livro de coleta de amostras. O
material histolégico produzido podera ser encaminhado para analise morfol6gica, imuno-histoquimica,
imunofluorescéncia e proteica, nos Laboratérios parceiros da USP e UFAL mencionados acima. Todas as

amostras ficardo sob guarda do pesquisador responsavel por pelo menos 5 anos, em local adequado para cada
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amostra, devidamente registrada em banco de dados e livro de registro. O material coletado, tenha sido ele
utilizado ou ndo, quando necessario, sera descartado como residuo infectante, seja plasma ou fragmentos de
placenta, o qual sera destinado a incineracdo. Todas as amostras coletadas, processadas e armazenadas

formardo um biorrepositorio para a execugdo do projeto vigente (Resolucdo CNS 441/11).
A sua participagdo nesta pesquisa acontecera entre o periodo de maio de 2019 a fevereiro de 2020.

Com sua participagdo nesta pesquisa, vocé estara exposto a riscos ligados a coleta de sangue (dor, infeccao,
hematoma) que possuem pouca chance de se concretizarem posto que a coleta sera realizada dentro das
instalagdes da Maternidade Darcy Vargas e realizada conforme o protocolo da instituicao ja padronizado para
isso. Mesmo assim, caso eles venham a ocorrer, vocé sera prontamente conduzida a assisténcia imediata sob
a responsabilidade do pesquisador responsavel, que arcara com quaisquer custos ligados a prestacdo dos

servigos de assisténcia a salde necessarios.

Esta pesquisa tem como beneficio principal expandir a compreensdo do envolvimento das microvesiculas
placentérias no desenvolvimento de patologias durante a gestacdo. A partir da coleta dos dados, estes seréo
analisados e poderdo compor artigos destinados a publicacdo em revistas cientificas ou apresentados em

congressos da area de pesquisa.

Sua participacdo € voluntaria e vocé terd a liberdade de se recusar a responder quaisquer questionamentos
que Ihe ocasionem constrangimento de alguma natureza. Vocé também poderéa desistir da pesquisa a qualquer
momento, sem que a recusa ou a desisténcia Ihe acarrete qualquer prejuizo, bem como, teréa livre acesso aos
resultados do estudo e garantido esclarecimento antes, durante e apds a pesquisa. E importante saber que n&o
ha despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo. Também ndo ha compensagdo financeira
relacionada a sua participacdo, pois a mesma é voluntaria pds assinatura. O pesquisador garante indenizacéo
por quaisquer danos causados a vocé, participante, no decorrer da pesquisa. Guarde este TCLE assinado por,

no minimo, cinco anos.

Vocé terd garantia de acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas por meio de telefone e e-mails informados neste documento. O pesquisador responsavel por esta

investigacdo é o professor doutor Rodrigo Barbano Weingrill, que pode ser contatado pelo email:

rodrigo.weingrill@univille.br ou na &rea de saude da Univille na sala A-101(telefone 3461-9112, ou

pessoalmente, segunda-feira e quinta-feira entre 8:00 e 12:05 horas).

E garantido o sigilo e assegurada a privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa. Os

resultados deste estudo poderdo ser apresentados por escrito ou oralmente em congressos e revistas
cientificas, sem que 0s nomes dos participantes sejam divulgados.

e A sua participagdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntéria. Se vocé tiver alguma consideragéo

ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

da Univille, no endereco Rua Paulo Malschitzki, 10, Bairro Zona Industrial, Campus


mailto:rodrigo.weingrill@univille.br
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Universitario, CEP 89.219-710 - Joinville/SC, telefone (47) 3461-9235, em horario comercial, de
segunda a sexta, ou pelo e-mail comitetica@univille.br.

Ap0s ser esclarecido sobre as informagdes da pesquisa, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
este consentimento de participacdo, que estd impresso em duas vias, sendo que uma via ficara em posse do
pesquisador responsavel e esta via com vocé, participante.

Pesquisadores participantes: Andreza lolanda, Bruno Mattei Lopes, Eduardo Manoel Pereira, Emily Keil,
Gabriella Candatten, Gustavo Figueiredo, Leticia Fernandes Lucas, Melody Trombelli Mansani, Sandra L.
Paladino.

Prof. Dr. Rodrigo Barbano Weingrill - Pesquisador Responsavel

Grupo de Pesquisa em Comunicacdo Celular na Interface Materno-Fetal

Depto. de Medicina e Enfermagem da Univille

Univille — Joinville/SC

Consentimento  de  PartiCipagdo.  EU  oovcciiioi ettt s concordo
voluntariamente em participar da pesquisa intitulada “Comunicag¢@o Celular via Exossomos na Interface Materno-
Fetal”, conforme informagdes contidas neste TCLE.

Joinville, _ / /

Assinatura do participante
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ENTREVISTA
13 PARTE (VERMELHO)- ENTREVISTA SOCIAL
ENTREVISTADOR Daa | / | [SANGUE [0-MDV 1-GIMENES 2 - MUNICIPAL/GIMENES
NOME DATA DE NASCIMENTO |
POSTO PRE NATAL lcoape | RAAVBU |

TRIMESTRE 1-10 (113 SEMANAS)  2- 20(14-26SEMANAS)  3- 30 (2740 SEMANAS)  4- POSPARTO [IDADE |

RACAREFERIDA  [0-BRANCA 1-NEGRA 2-PARDA  3-AMARELA 4-INDIGENA 5- INDEFINIDO

ESCOLARIDADE |0 - NAQ ALFABETIZADA 1 - ALFABETIZA 2 - FUNDA. INCOM. 3 - FUNDA. COM. 4 - MED INC 5 - MED COM (CURS0 TECNICO) 6 - SUP INC 7 - SUP COM (TECNOLOGO)

ESTADOCIVIL |0 - SOLTEIRA 1- CASADA 2 - UNIAQ ESTAVEL 3 - SEPARADA 4 - DIVORCIADA 5 - VIOVA 6 - FAMILEAR (19/2° GRAU - TIO, PRIMO..)

TIPO FAMILIAR |0 - HETEROSSEXUAL 1 - MONOPARENTAL FEMININA 2 - HOMOSSEXUAL

PROFISSAD {0 - REMUNERADO 1 - NAD REMUNERADO [RENDAFAMILIAR | [QTAS PESSOAS VIVEM NACASA(0-NINFD) |

23 PARTE (LARANJA) - ENTREVISTA POR QUE VEID AD AMBULATORIO?

PATOLOGIA 16 |DATA DE INICIO PARAMETROS - DADOS/VALORES

HIPERTENSAD 13 ENTREVISTA - 1 PICO PA: 2 PICOS PA: + 3 PICOS PA: (140/90)

28 ENTREVISTA - 2 30 % PA: PROTEINURIA: SEMANA:  (0-220- 1->20)
OBESIDADE IMC (TRIAGEM):
DIABETES SANGUE (10 TRI): TTG0 (20/30 TRI; JEUM - APCS 1 H -APOS 2H

TIPO: 0- GESTACIONAL  1-TIPOI  2-TIPO2  3-PRE
QUTROS

32 PARTE (AMARELD]) - ENTREVISTA DE FARMACOS + PATOLOGIAS

FARMACO (DURANTE A GESTACAO) PAROU |QTO TEMPO PAROU [QTO TEMPO USA | QTIDADE (DIA/SEMANAIMES)  [QUAL

ANTI-INFLAMATORIOS: AAS, IBUPROFENO, DICLOFENACO, CETOPROFEND,
NAPROXENO, PIROXICAM, NIMESULIDA,

ANALGESICOS: PARACETAMOL, DIPIRONA

PSICOTROPICOS: DIAZEPAM, ALPRAZOLAM, CLONAZEPAM, LORAZEPAM
(ANSIOLITICOS)

PSICOTROPICOS: AMITRIPTILINA, IMIPRAMINA, NORTRIPTILINA, FLUCKETINA,
PAROXETINA, CTTALOPRAM, SERTRALINA (ANTIDEPRESSIVOS)

PSICOTROPICOS: HALOPERIDOL, OLANZAPINA, PERICIAZINA, RISPERIDONA,
CLORPROMAZINA, QUETIAPINA (ANTIPSICOTICOS)

PSICOTROPICOS: CARBAMAZEPINA, FENITOINA, FENOBARBITAL, ACIDO
VALPROICO, LAMOTRIGINA

CORTICOIDES: DEXAMETASONA, BETAMETASONA, PREDNISONA,
METILPREDNISOLONA

ANTIACIDOS

ANTIEMETICO: PLASIL, DRAMIM B6, NAUSEDRON (VONAL), AMPLICTIL

ANTICONCEPCIONAL

VITAMINAS/SUPLEMENTO

ACIDO FOLICO

SULFATO FERROSO

VARFARINA

METFORMINA
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INSULINA

ANTL-HIPERTENSIVOS/ BETA - BLOQUEADORES

OUTROS

TABAGISTA

ALcooL

DROGAS

TT0 INFERTILIDADE

ATIVIDADE

FISICA

D. CELIACA

| JsiFs | JuOpuUs | [INFECCAD URINARIA

| v | [aeTRme | [avewia

| |TRABALHAANOITE? | [DISTURURBIO DO SONO, QUAL?

CX GINECO/MAMA, QUAL?

| OUTRAS PATOLOGIAS, QUAL?

VACINA DA FEBRE AMARELA QTASDOSES? | [DATA]  ANOS (DA ULTIMA DOSE)
TRAUMA [ Jouepa | [cowvuisdD [ [pEsMao | | ACIDENTE | | OUTROS?
42 PARTE (VERDE)- ENTREVISTA HISTORICO DAS GESTACOES 6~ P &
FEZ PRE NATAL [INFERTILIDADE _[INFECCAO URINARIA|HIPERTENSAQ [DIABETES [ALEITAMENTO MATERNO  [POR QUE PAROL? ABORTO [GEMELAR [GRITO
1d
2
Jd
4d
5d
pd
ABORTO |0 - £ 13 SEMANAS 1- ATE 22 SEMANAS

0BITO

0 - INTRAUTERINO > 22 SEMANAS 1 - PERINATAL DURANTE O PARTO 2 - NEONATAL ATE 28 DIAS 3 - INFANTIL ATE 1 ANO

QUANTOS?

16?

SERVICO DE ALTO RISCO?

43 PARTE (VERDE) - HISTORICO FAMILIAR (MAE, PAIL, IRMAOS, AVOS, TI0S)

DIABETES | JipeRTENGAD | [oeMELAR | lomesioape | [INPERTILDADE | [CANCER, QUAL?

(OBSERVACOES:




93

AUTORIZACAO

Nome do autor: Sandra Luft Paladino
RG: 6130271701 SSP/RS

Titulo da Dissertagdo: ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DE VESICULAS
EXTRACELULARES EM GESTANTES DE RISCO

Autorizo a Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE, através da
Biblioteca Universitaria, disponibilizar cépias da dissertagdo de minha autoria.

Joinville, 21 de junho de 2021.
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Assinatura do aluno




