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VIDIGAL, Camila Borecki. A exposicao intrauterina a metformina foi segura para
a funcdo do endotélio e do tecido adiposo perivascular da aorta abdominal na
prole adulta. 2018. 48 f. Dissertacdo (Mestrado Multicéntrico em Ciéncias
Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A biguanida metformina (MET) tém sido utilizada durante a gestacdo para o
tratamento de sindrome do ovario policistico e diabetes gestacional. MET atravessa
a membrana placentaria e o tratamento materno pode expor a progénie a esta droga
durante fases importantes do desenvolvimento. Efeitos benéficos diretos vasculares
tém sido descritos com o tratamento de metformina em humanos com diabetes
mellitus. Ainda, esta biguanida tém demonstrado efeitos protetivos sob o endotélio
vascular e o tecido adiposo perivascular (PVAT) de ratos e camundongos obesos ou
diabéticos, melhorando vasodilatacdo dependente de endotélio e corrigindo a
expressdo de adipocitocinas liberadas pelo PVAT. Entretanto, ndo esta claro se a
exposicao intrauterina a metformina é segura ao sistema vascular da prole. Assim, o
presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos intrinsecos da exposic¢ao in
Gtero a metformina na reatividade da aorta abdominal da prole na presenca ou
auséncia de PVAT e endotélio. Para isto, ratas Wistar foram tratadas com 293
mg/kg/dia de metformina (MET) ou agua (CTR) por gavagem durante o periodo
gestacional. Na prole masculina adulta, foi avaliada a reatividade da aorta abdominal
para fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de sédio. O relaxamento da aorta
abdominal foi semelhante entre os grupos MET e CTR na presenca e auséncia de
PVAT. Além disso, a contracdo a fenilefrina foi similar entre os grupos MET e CTR
na presenca e auséncia do PVAT e do endotélio. Portanto, a exposicdo a
metformina durante a gestacdo ndo tem efeito intrinseco na funcéo endotelial e do
PVAT da aorta abdominal, mostrando ser uma droga segura para o sistema vascular
da prole.

Palavras-chave: Tratamento materno. Reatividade vascular. Anti-hiperglicémico.
Biguanida. Desenvolvimento intrauterino.



VIDIGAL, Camila Borecki. Metformin intrauterine exposure was safe for the
function of the endothelium and perivascular adipose tissue in abdominal aorta
of adult offspring. 2018. 48 p. Dissertacdo (Mestrado Multicéntrico em Ciéncias
Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

The biguanide metformin (MET) has been used during pregnancy for the treatment of
polycystic ovary syndrome and gestational diabetes. MET crosses placenta and
maternal treatment can expose the progeny to this drug during important phases of
body development. Direct vascular protective effects have been described with the
treatment of metformin in humans with diabetes mellitus. Furthermore, this biguanide
has demonstrated protective effects under the vascular endothelium and perivascular
adipose tissue (PVAT) of obese or diabetic rats and mice, improving endothelium-
dependent vasodilatation and correcting the expression of adipocytokines released
by PVAT. Nevertheless, it is unclear whether intrauterine exposure to metformin is
safe for the vascular system of offspring. Thus, the present study aimed to
investigate the intrinsic effect of metformin exposure in utero in the offspring
abdominal aorta reactivity in the presence and absence of perivascular adipose
tissue (PVAT) and endothelium. For this, Wistar rats were treated with metformin 293
mg/kg/day (MET) or water (CTR) by gavage during gestational period. It was
evaluated in male adulthood offspring the abdominal aorta reactivity to
phenylephrine, acetylcholine and sodium nitroprussiate. It was observed that
abdominal aorta’s relaxation was similar between MET and CTR groups in the
presence or absence of PVAT. Also, the contraction to phenylephrine was similar
between MET and CTR groups in the presence and absence of PVAT and
endothelium. Therefore, metformin exposed during pregnancy had no intrinsic effect
in the offspring abdominal aorta PVAT and endothelial function, showing to be safe to
the vascular system of the offspring.

Keywords: Maternal treatment. Vascular reactivity. Anti-hyperglycemic. Biguanide.
Intrauterine development.
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1. INTRODUCAO

1.1Teoria Desenvolvimentista da Saude e da Doenca

A partir de estudos de coorte realizados por Barker e colaboradores na
década de 1980 descrevendo relacdes entre peso ao nascer, hipertenséo e
doencgas cardiovasculares em humanos (BARKER et al.,, 1989), surge o
interesse clinico em investigar se doencas de inicio tardio podem ser

originadas de eventos que ocorram durante o desenvolvimento intrauterino.

Um estudo de coorte realizado com filhos de mulheres expostas a fome
holandesa de 1944-1945, periodo da Segunda Guerra Mundial, demonstrou
gue a exposicédo durante o primeiro trimestre de gestacdo resultou em maior
incidéncia de obesidade na progénie durante a vida adulta (RAVELLI; STEIN;
SUSSER, 1976). Posteriormente, foram demonstradas rela¢des inversas entre
0 peso ao nascer e incidéncia de dislipidemia, diabetes mellitus 1l e acidente
vascular encefalico (BARKER, 1995). Estes fendmenos deram origem ao
conceito de Teoria Desenvolvimentista da Saude e da Doenca.

A Teoria Desenvolvimentista da Saude e da Doenca traz que eventos
que ocorram durante o desenvolvimento do organismo, como a presenca de
doencas durante a gestacdo ou exposicdo materna a xenobidticos, podem
influenciar tardiamente a saude do individuo (SINCLAIR et al.,, 2007,
GLUCKMAN et al., 2009). O ambiente externo é capaz de alterar a expressao
de genes e mudar o fenétipo, em parte por mudancas no epigenoma, o qual é
composto por mecanismos epigenéticos (JIRTLE; SKINNER, 2007). Assim,
fatores epigenéticos parecem ser 0s mecanismos pelos quais o0 ambiente

durante fases iniciais do desenvolvimento influencia o fenotipo adulto.

O termo epigenética significa “em adicdo a informacédo genética
codificada no DNA” (FEINBERG; TYCKO, 2004), refere-se a mudancas
hereditarias na funcdo génica que ocorrerem sem alteracdo na sequéncia do
DNA. Essas mudancas surgem principalmente como consequéncia de
modificacdes covalentes especificas no DNA e suas proteinas associadas

(modificagcbes de histonas), que atuam em conjunto com a estrutura da
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cromatina para definir o transcriptoma associado a uma linhagem celular
especifica (SINCLAIR et al., 2007).

Os mecanismos epigenéticos regulam muitos processos celulares direta
ou indiretamente e sdo um processo critico na resposta celular ao ambiente
externo e estimulos endogenos (FEINBERG; TYCKO, 2004). Mecanismos
epigenéticos incluem a metilacdo do DNA, eventos como acetilacdo, metilacéo,
fosforilacdo e ubiquitinagdo nas histonas, mudancas na conformacao da
cromatina e o silenciamento mediado por RNA (RODENHISER, 2006; MOSS;
WALLRATH, 2007). Deste modo, alteragcdes epigenéticas podem ser
desencadeadas no genoma de um individuo em qualguer momento de sua
vida, sendo o epigenoma particularmente susceptivel a desregulacdo por
fatores ambientais (como o estresse, habitos alimentares, atividade fisica e uso
de medicamentos) durante a gestacédo, desenvolvimento neonatal, puberdade e
idade adulta (DE BRITO OLIVEIRA COSTA; PACHECO, 2013).

1.2 Funcéo Vascular e papel do tecido adiposo perivascular

As artérias sdo 0s vasos sanguineos que tém por funcao transportar o
sangue sob alta pressdo para os tecidos. Estruturalmente, artérias séo
compostas pelas camadas adventicia, média e intima, sendo circundadas por
tecido adiposo perivascular (PVAT). A camada adventicia € a camada mais
externa do vaso sanguineo; consiste em tecido conjuntivo denso composto de
fibroblastos, macrofagos, fibras colagenas, fibras elasticas e terminacdes
nervosas, as quais podem liberar substancias vasoativas. A camada média &
composta essencialmente por células musculares lisas e elastina, compreende
a unidade funcional do vaso sanguineo devido suas propriedades de constricdo
e relaxamento. A camada intima por sua vez, € composta por células
endoteliais, as quais desempenham importantes papeis na homeostasia
cardiovascular (CHEN; KASSAB, 2016).

O endotélio atua como sensor de alteragbes hemodinamicas, tem papel
na angiogénese, coagulacdo e fibrindlise, produzindo mediadores que

interferem no crescimento, atividade, migragcao e morte celular (CARVALHO et
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al., 2001). Substancias liberadas pelo endotélio modulam o controle do ténus
vascular, tais substancias sao conhecidas como fatores relaxantes derivados
do endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs).
Os EDRFs séo o6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante
derivado do endotélio. Os EDCFs compreendem a Angiotensina Il (Ang II),
endotelina-1 (ET-1), as espécies reativas do oxigénio (EROs) e os prostandides
vasoconstritores (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989). Desequilibrios na
producado e/ou liberacdo desses fatores caracterizam um quadro de disfuncéo
endotelial, 0 que predispde o individuo as doencas cardiovasculares. De um
modo geral, na disfuncdo endotelial encontra-se aumento na producao de
EROs, prejuizo na biodisponibilidade do NO, aumento de apoptose endotelial e
reducdo da vasodilatacdo dependente do endotélio (STEINBERG et al., 2000;
ARTWOHL et al., 2004).

O PVAT, localizado ao redor dos vasos sanguineos, consiste em
diferentes tipos celulares, dentre eles, adipdcitos, fibroblastos, células tronco,
macrofagos e nervos. Este tecido libera diversas substancias vasoativas como
ANG II, EROs, NO, adipocinas (leptina, adiponectina, resistina), citocinas (IL-1,
IL-6, TNF a), que influenciam ou modulam a func&o vascular, exercendo seus
efeitos no musculo liso e células endoteliais vasculares (SZASZ; BOMFIM,;
WEBB, 2013; ALMABROUK et al., 2014). Desta forma, o PVAT participa do
controle do tbnus, migracdo celular, proliferacdo celular e inflamacéo no vaso

sanguineo.

A aorta é a artéria de maior calibre do corpo, apresenta alta
complacéncia e elasticidade, sendo capaz de transformar o fluxo sanguineo
intermitente gerado pelos batimentos cardiacos em fluxo continuo para o
restante da circulagédo (NEVES et al., 2012). E importante destacar que existem
diferencas biomecanicas, histolégicas e funcionais entre as regides da aorta. A
aorta toracica (regido localizada acima do diafragma) apresenta maior
diametro, maior resisténcia mecanica e elasticidade do que a regido abdominal
da aorta (localizada logo abaixo do diafragma) (NINOMIYA et al., 2015). Além
disso, ao longo da aorta existem diferencas fenotipicas no PVAT (GIL-
ORTEGA et al., 2015; VICTORIO et al., 2016).
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O fenotipo do PVAT na regido toracica da aorta caracteriza-se por tecido
adiposo marrom, enquanto na regido abdominal se assemelha ao tecido
adiposo branco (GIL-ORTEGA et al., 2015; VICTORIO et al., 2016). O tecido
adiposo marrom é tradicionalmente associado a termogénese e € composto de
adipécitos multiloculares, com grande quantidade de mitocondrias que
expressam altas quantidades de proteina desacopladora 1 (UCP-1),
responsavel pela atividade termogénica deste tecido. O tecido adiposo branco
€ tradicionalmente visto como um local de armazenamento de lipidios;
apresenta menor vascularizacéo, inervacao e atividade metabdlica que o tecido
adiposo marrom (SZASZ; WEBB, 2012).

Foi demonstrado que o PVAT marrom € resistente a dieta rica em
lipideos e hipdxia (GIL-ORTEGA et al., 2015), enquanto que o PVAT branco é
altamente responsivo a dieta rica em lipideos e hipéxia com aumento na
expressdo de citocinas e infiltracdo de macréfagos (POLICE et al., 2009).
Deste modo, fica evidente que as propriedades inerentes das diferentes
regides da aorta estdo envolvidas com a suscetibilidade a lesdo, sendo a leséo
aterosclerotica adrtica e o desenvolvimento de aneurismas predominantes na
regido abdominal deste vaso (VICTORIO et al., 2016).

1.3 Metformina

Metformina € um agente anti-hiperglicémico da classe das biguanidas
que reduz a glicemia sem estimular a secre¢céo de insulina (STUMVOLL et al.,
1995; ZHAO et al., 2015). O efeito anti-hiperglicémico deste farmaco é devido
principalmente a reducdo da gliconeogénese hepatica (STUMVOLL et al.,
1995) e melhora na captacao de glicose nos tecidos periféricos (MATTHAEI et
al., 1991; HUNDAL et al.,, 1992), por meio da ativacdo da proteina quinase
ativada por AMP (AMPK), uma proteina serina/treonina quinase envolvida na
regulacéo da energia celular (ZOU et al., 2004; HARDIE, 2011).

O mecanismo pelo qual a metformina ativa AMPK n&o é completamente
compreendido. A metformina tem demonstrado inibir o complexo | da cadeia
respiratéria mitocondrial, o que resulta em aumento na relacdo AMP/ATP, e
consequentemente ativacdo de AMPK (OWEN; DORAN; HALESTRAP, 2000).
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Uma vez ativada, AMPK atua inibindo vias metabdlicas que consomem ATP
(como vias anabolicas da sintese de colesterol ou acidos graxos) e ativando
vias metabolicas que produzem ATP (como vias catabodlicas de oxidagdo de
glicose e acidos graxos). No figado, a ativacdo do AMPK inibe a transcricdo
das enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glicose-6-fosfatase, resultando
na diminuicdo da gliconeogénese (LOCHHEAD et al.,, 2000; COOL et al.,
2006). Além disso, leva a inibicdo de enzimas chave na sintese de
triglicerideos e colesterol tais como acetil-CoA carboxilase e 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), resultando na melhora
do metabolismo lipidico observado com o tratamento da metformina (HENIN et
al., 1995; ZHOU et al., 2001; VIOLLET et al., 2009). Ainda, o aumento da
atividade de AMPK esta associado com maior translocacao do transportador de
glicose, GLUT4, para a superficie da membrana plasméatica e maior
sensibilidade a insulina no muasculo esquelético (SCHIMMACK; DEFRONZO;
MUSI, 2006; DZAMKO; STEINBERG, 2009).

A AMPK além de atuar como um sensor energético e exercer acdes
metabdlicas importantes, também desempenha papel importante na regulacao
do ténus vascular e do PVAT (ZHANG, 2006; ALMABROUK et al., 2014).
Estudos sugerem que a AMPK endotelial tem papel na modulacdo do
suprimento energético das células endoteliais e ainda na regulacdo da
inflamacé&o, angiogénese, manutencédo da perfusdo, protecdo contra apoptose,
mediacdo da ativacdo de NO sintase endotelial em resposta a forca de
cisalhamento (DAGHER et al., 1999; IDO; CARLING; RUDERMAN, 2002;
NAGATA; MOGI; WALSH, 2003; OUCHI, 2005; ZHANG, 2006). Ainda, parece
que a AMPK presente no PVAT é um importante intermediario nas acdes de
alguns mediadores liberados pelo PVAT, como a adiponectina (ALMABROUK
et al., 2014).

Interessantemente, tem sido descrito alguns efeitos da metformina
mediados via modulagdo de SIRT-1, a metformina aumenta a expressao deste
regulador metabolico celular por uma via independente de AMPK
(MATTAGAJASINGH et al., 2007). SIRT-1 é uma molécula multifuncional,
capaz de suprimir a inflamacdo, modular o metabolismo de glicose e de

lipidios, e melhorar fungcdo mitocondrial (RUDERMAN et al., 2010). No sistema
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vascular, SIRT-1 esta associada com aumento da biodisponibilidade de NO,
proliferagdo celular e angiogénese (MATTAGAJASINGH et al., 2007,
POTENTE et al., 2007).

Metformina € usada na gestacdo, em mulheres com diabetes mellitus
gestacional (DMG) e sindrome do ovéario policistico (SOP). De acordo com a
FDA (Food and Drug Administration), esta biguanida é considerada categoria B
durante a gestacdo, o que significa que existem estudos insuficientes em
humanos, entretanto n&o foram demonstrados efeitos teratogénicos em
animais (GLUECK et al., 2002; JOHNSON, 2011; MORIN-PAPUNEN et al.,
2012; SARA W. REECE, HARISH S. PARIHAR, 2014). A metformina atravessa
livremente a membrana placentaria e tem sido detectada no corddo umbilical
em concentra¢des similares as do sangue materno (VANKY et al., 2005;
CHARLES et al., 2006; ZHAO et al., 2015). Deste modo, o tratamento materno
com metformina pode expor a progénie a esta droga durante importantes fases
do desenvolvimento do organismo, o que pode por sua vez, levar a

modificagdes morfoldgicas e funcionais em 6rgéos alvo em seus descendentes.

Neste contexto, recentemente foi demonstrado em ratos Wistar que a
exposi¢do intrauterina e lactacional a metformina tém implicacdes nos
parametros reprodutivos da prole masculina na vida adulta, tais como
alteracdes no comportamento sexual e diminuicdo na contagem espermatica
(FORCATO et al., 2017). Ainda, em camundongos C57/BL6NHsd, a exposi¢céo
intrauterina a metformina causou efeitos tardios na prole que se tornaram
evidentes durante uma fase de dieta rica em lipideos, na qual a prole
apresentou aumento do peso corpéreo e do depdsito de tecido adiposo visceral
na vida adulta (SALOMAKI et al., 2013). Evidenciando assim que a exposi¢io

intrauterina a metformina pode trazer repercussoes tardias na prole.

Efeitos cardiovasculares benéficos tém sido descrito para o tratamento
com metformina, especialmente na obesidade e no diabetes mellitus (SENA et
al., 2011; CITTADINI et al.,, 2012). Em modelo de ratos espontaneamente
hipertensos com resisténcia a insulina, a metformina previne o
desenvolvimento de faléncia cardiaca cronica, o que esta associado com

melhora na biodisponibilidade de NO e maior regulacdo do fator de crescimento
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endotelial vascular (CITTADINI et al., 2012). Aléem disso, em ratos diabéticos
expostos a dieta rica em lipideos e em ratos obesos ndo diabéticos, a
metformina corrige a disfuncdo endotelial presente nesses animais, por meio
de melhora na biodisponibilidade de NO, reducdo de estresse oxidativo e
inflamacéo (SENA et al., 2011; LOBATO et al., 2012). Ainda, foi demonstrado
em ratos que a dieta rica em frutose induz desregulacdo na expressédo de
adipocinas no PVAT e perda da vasodilatacdo dependente de endotélio; tais
alteracdes também podem ser revertidas pelo tratamento com metformina, por
meio de maior fosforilacdo de AMPK e SIRT-1 (SUN et al., 2014).

De um modo geral, sugere-se que os efeitos benéficos da metformina
sobre o sistema vascular envolvem aumento na producdo de NO, efeito
antioxidante com diminuicdo de espécies reativas de oxigénio, diminuicdo na
inflamacdo e maior fosforilacdo de AMPK e SIRT-1 (SENA et al.,, 2011;
CITTADINI et al., 2012; SUN et al., 2014). Entretanto, ha uma obscuridade em
relacdo ao efeito da exposicdo intrauterina a metformina sobre sistema
vascular da progénie. Recentemente, nosso grupo demonstrou que a
exposicao intrauterina a metformina em ratos Wistar ndo interferiu com a
funcdo endotelial da aorta toracica na prole adulta (NOVI et al., 2017). Todavia,
os efeitos desta exposicdo sob a funcdo do PVAT e do endotélio na aorta

abdominal até o momento n&o foram investigados.

Considerando o0s efeitos diretos benéficos do tratamento com
metformina e trabalhos recentes do nosso grupo demonstrando que a
exposi¢do in Utero a metformina n&o interferiu na funcdo endotelial da aorta
toracica, a hipotese deste estudo foi que a exposi¢ao intrauterina a metformina
€ segura para a reatividade da aorta abdominal na progénie, ndo interferindo
com a funcéo do PVAT e do endotélio vascular.
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2. OBJETIVO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos intrinsecos da exposi¢ao in
Gtero a metformina sobre a reatividade vascular da prole, na presenca e

auséncia do PVAT e do endotélio vascular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e Tratamento

Ratos Wistar foram obtidos da col6nia do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Londrina e transferidos para o
Biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldégicas. Apds um periodo de
adaptacao, os animais (machos, n=10 e fémeas, n=23) foram utilizados para o
acasalamento.

Para o acasalamento, no final da tarde foram colocadas duas ratas para
um rato na mesma gaiola. Na manha do dia seguinte foi realizado o esfregaco
vaginal e em seguida realizado analise da lamina em microscopia de luz, sendo
diagnosticado prenhez se observado presenca de espermatozoides e a fase
estro. Apos o diagndstico de prenhez, as fémeas foram alocadas em gaiolas
individuais e aleatorizadas para 0s seguintes grupos experimentais (11-12
maes/grupo):

- Controle (CTR): ratas que receberam agua por gavagem do dia do
diagnéstico de prenhez, considerado dia gestacional 0 (DG 0) ao dia do
nascimento dos filhotes, considerado dia gestacional 21 (DG 21);

- Metformina (MET): ratas que receberam 293mg/kg de metformina
diluida em H,0 (Glifage®, Laboratério MERCK S.A, Brasil) por gavagem do dia
do diagnéstico de prenhez, considerado DG 0 ao dia do nascimento dos
filhotes, considerado DG 21;

A dose recomenda de metformina durante a gestacdo em humanos € de
500 mg/dia (CHO et al.,, 2009; EYAL et al.,, 2010) o que equivale a 7.14
mg/kg/dia para um adulto de 70 kg. Aplicando a escala BW** (EPA, 2006), um
procedimento de extrapolagdo que permite determinar doses toxicologicamente
equivalentes entre animais e humanos, foi obtido o valor de 29,26 mg/kg/dia.
Considerando a variacdo interespécie e que o metabolismo do rato € dez vezes
mais rapido do que no humano a dose escolhida foi 293 mg/kg/dia (NOVI et al.,
2017). O peso das ratas prenhes foi obtido a cada trés dias durante toda a
gestacao para ajuste de dose, sendo descrito como variacdo de ganho de peso
(A = DPN1- DGO). O dia do nascimento dos filhotes foi denominado dia pos-
natal (DPN) 0. No DPN 1, os filhotes foram identificados por sexo e no DPN 4
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houve reducao de ninhada para dez filhotes (seis machos e quatro fémeas). Os
filhotes foram pesados no DPN 1, 4, 7, 14 e 21 quando houve o desmame e
alocagédo em seus grupos (5 ratos machos por caixa).

As proles masculinas foram avaliadas na fase adulta (DPN 75-80),
sendo que cada ninhada constituiu uma unidade experimental. Todos os
animais foram mantidos sob condi¢cbes padronizadas de temperatura (22+2°C),
fotoperiodo de 12h claro/12h escuro, com acesso livre a agua e racao
(Nuvital®) para roedores.

Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(CEUA / UEL: 6996.2015.02).

3.2 Reatividade Vascular

Os ratos dos diferentes grupos foram anestesiados com tiopental sddico
(40 mgl/kg, i.p. — Cristalia, Brasil), e ap6s laparotomia a aorta abdominal foi
removida e seccionada em quatro segmentos (3mm de comprimento). A
reatividade da aorta abdominal foi avaliada em anéis com PVAT (PVAT+) e
sem PVAT (PVAT-), na presenca (Endo+) e auséncia (Endo-) de endotélio. O
PVAT foi removido por disseccdo e o endotélio foi cuidadosamente removido

por friccdo com haste fina contendo algodéo.

Os anéis de aorta foram montados em um banho de 6rgaos isolados,
contendo solugéo de Krebs-Henseleit (contendo em mM: 118 NacCl, 4,7 KCl, 25
NaHCO3, 2,5 CaCl2.2H20, 1,2 KH2P0O4, 1,2 MgS04.7H20, 11 glicose e 0,01
EDTA), continuamente aerados com 95% de O2 e 5% de CO2, mantidos sob
tenséo basal de 1,5 g a 37 °C e pH 7,4, como previamente descrito pelo nosso
grupo (CERAVOLO et al., 2013; HIGASHI et al., 2016). A forca isométrica foi
registrada usando um transdutor (FT03, Grass) conectado a um sistema de

aquisicao acoplado em um computador.

A funcionalidade de células musculares lisas foi testada com KCI

(90mM) e do endotélio foi testada com acetilcolina (ACh 3 uM). O endotélio foi
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considerado intacto quando o relaxamento induzido por ACh foi maior que 80%
e foi considerado removido quando o relaxamento foi menor que 5% da pré-
contracdo. Foram realizadas curvas concentracdo efeito cumulativas (CCE)
para fenilefrina (Fenil, 1nM-300uM), um agente vasoconstritor agonista seletivo
de receptores al- adrenérgicos, sendo as respostas expressas como a
porcentagem de contracdo do KCl . Em outras séries de experimentos, a
vasodilatacao dependente de endotélio foi avaliada usando ACh (1nM-30uM) e
a sensibilidade das células musculares lisas ao NO foi avaliada usando
nitroprussiato de sodio (NPS, 0,1nM-30uM), ambos apds a contragdo com
concentragdo submaxima de Fenil, sendo o relaxamento expresso como

porcentagem da pré-contracgao.

Para as CCE para Fenil, ACh and NPS a resposta maxima (Rmax) e o
log da concentracdo do agonista resultando em 50% da Rmax (pD2) foram
calculadas utilizando uma analise de regressdo nao-linear (GraphPad Prism
software, USA).

3.3 Estatistica

Inicialmente, analise exploratéria dos dados foi realizada para avaliar a
distribuicdo normal (Shapiro-Wilk test e Kolmogorov-Smirnova test) e
homogeneidade de variancia (Levene’s test) para cada variavel. As variaveis
que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancia foram
analisadas pelo Teste T Student (peso corporal da prole, variagcdo do ganho de
peso das maes, numero de animais/ninhada) ou Two-way ANOVA (reatividade
vascular). Quando necessario, as variaveis foram log-transformadas para
normalizar a distribuicdo de dados (peso dos filhotes ao nascer). Os resultados
foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas
foram consideradas significativas se p<0,05. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o SPSS (IBM, SPSS Statistics v19, NY, EUA) e os
gréaficos foram realizados usando o software Prism 6 (Graph Pad Software, Inc.,
CA, EUA).
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4. RESULTADOS

Os parametros maternos e da progénie estdo descritos na tabela 1. Nao
houve diferenca significativa na variagdo de ganho de peso materno (A)
[t(21)=0,597, p=0,557], peso da prole ao nascer [t(21)=0,810, p=0,427], nUmero
de filhotes por ninhada [t(21)=0,755, p=0,459] e peso dos machos na vida
adulta [t(21)=0,763, p=0,454] entre os grupos MET e CTR, como evidenciado
pelo Teste T Student.

Tabela 1. Parametros maternos e da prole

Variagédo do Peso dos Numero de Peso dos
ganho de filhotes ao  filhotes/ninhada machos
peso das nascer (Q9) adultos (g9)
maes (g)

CTR 34,22+2,24 1,85+0,02 12,45+0,76 357,5248,80
[11] [11] [11] [11]

MET 31,93+3,04 1,83+0,02 11,75+0,57 369,33+12,40
[12] [12] [12] [12]

Dados sao representados como média + E.P.M. Niameros em colchetes representam o
namero de animais/grupo. Test t-Student, p>0,05. CTR: prole exposta a agua durante
o periodo gestacional; MET: prole exposta a metformina durante o periodo
gestacional.

Fenil induziu contracdo concentracao-dependente nos anéis isolados de
ratos CTR e MET (Figura 1). Os resultados de Rmax e pD2 para Fenil nos
grupos MET e CTR estéo descritos na Tabela 2. Two-way ANOVA néo indicou
nenhuma diferenca significativa na Rmax [F(1, 39)=0,384, p=0,539] e pD2 [F(1,
39)=0,400, p=0,531] para Fenil em anéis de aorta abdominal com endotélio na
presenca ou auséncia de PVAT quando CTR e MET foram comparados. A
remocéao do endotélio aumentou a Rmax na aorta abdominal dos grupos CTR e
MET. A Rmax [F(1, 40)=0,005, p=0,946] e pD2 [F(1, 40)=0,190, p=0,665] para
Fenil em anéis de aorta abdominal sem endotélio foi similar entre os grupos
MET e CTR.
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Tabela 2. Resposta maxima e pD2 (logaritmo negativo da concentracdo do
agonista resultando em 50% da resposta maxima) para fenilefrina em anéis com
(Endo+) e sem (Endo-) endotélio, na presenca (PVAT+) e auséncia (PVAT-) de
tecido adiposo perivascular.

Resposta Maxima (% de pD2
contracéo do KCl)
PVAT+ PVAT- PVAT+ PVAT-
Endo +
CTR 155,86+9,25 154,12+8,36 6,00+0,14 5,78+0,13
[9] [11] [9] [11]
MET 154,55+8,01 142,26+8,36 5,97+0,12 5,90+0,13
[12] [11] [12] [11]
Endo -
CTR 187,67+9,21 215,46+9,21 6,71+0,12 6,78+0,12
[11] [11] [11] [11]
MET 180,24+8,82 206,77+9,66 6,86+0,11 6,83+0,12
[12] [10] [12] [10]

Dados sao representados como média + E.P.M. Niumeros em colchetes representam o
namero de animais/grupo. Two-way ANOVA, p > 0,05. CTR: prole exposta a agua
durante o periodo gestacional; MET: prole exposta a metformina durante o periodo
gestacional. PVAT+: presenca de tecido adiposo perivascular. PVAT-. auséncia de
tecido adiposo perivascular. Endo+: com endotélio. Endo-: sem endotélio.
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Figura 1. Curvas concentracdo efeito cumulativa para fenilefrina em anéis
isolados com (Endo+; A) e sem (Endo-; B) endotélio, em presenca (PVAT+) e
auséncia (PVAT-) de tecido adiposo perivascular da prole masculina adulta
exposta a metformina (MET) ou agua (CTR) durante o periodo gestacional.
Dados sdo expressos como média + E.P.M., n = 9-12. Two-way ANOVA, p >
0,05.
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ACh e NPS induziram relaxamento concentracdo-dependente em todos
0S anéis aodrticos avaliados (Figura 2 e 3, respectivamente). A Tabela 3
demonstra que nédo houve diferenca significativa na Rmax [F(1, 37)=0,005,
p=0,945] e pD2 [F(1, 37)=1,733, p=0,196] para ACh, assim como nao houve
diferenca significativa na Rmax [F(1, 35)=0,037, p=0,848] e pD2 [F(1,
35)=0,014, p=0,906] para NPS (Tabela 4) entre os grupos CTR e MET.
Tabela 3. Resposta maxima e pD2 (logaritmo negativo da concentracdo agonista

resultando em 50% da resposta maxima) para acetilcolina em anéis com endotélio,
na presenca (PVAT+) ou auséncia (PVAT-) de tecido adiposo perivascular.

Resposta Maxima () pD2
PVAT+ PVAT- PVAT+ PVAT-
CTR 92,25+2,41 91,48+2,29 7,17+0,08 7,47+0,08
[10] [11] [10] [11]
MET 92,15+2,41 91,71+2,41 6,98+0,08 7,50+0,08
[10] [10] [10] [10]

Dados séo representados como média + E.P.M. NUmeros em colchetes representam o
namero de animais/grupo. Two-way ANOVA, p > 0,05. CTR: prole exposta a agua durante o
periodo gestacional; MET: prole exposta a metformina durante o periodo gestacional. PVAT+:
presenca de tecido adiposo perivascular. PVAT-: auséncia de tecido adiposo perivascular

Tabela 4. Resposta maxima e pD2 (logaritmo negativo da concentracdo agonista
resultando em 50% da resposta maxima) para nitroprussiato de sédio em anéis sem
endotélio, na presenca (PVAT+) ou auséncia (PVAT-) de tecido adiposo
perivascular.

Resposta Maxima (%) pD2
PVAT+ PVAT- PVAT+ PVAT-
CTR 98,434+2.32 98,42+2 45 8,16+0,08 8,44+0,09
[10] [9] [10] [9]
MET 100,52+2,32 101,42+2,32 8,14+0,08 8,40+0,08
[10] [10] [10] [10]

Dados sao representados como média + E.P.M. Numeros em colchetes representam o
namero de animais/grupo. Two-way ANOVA, p > 0,05. CTR: prole exposta a agua durante o
periodo gestacional; MET: prole exposta a metformina durante o periodo gestacional. PVAT+:
presenca de tecido adiposo perivascular. PVAT-: auséncia de tecido adiposo perivascular.
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Figura 2. Curvas concentracao efeito cumulativa para acetilcolina (A) e
nitroprussiato de sodio (B) em anéis aorticos isolados com (Endo+) e sem
(Endo-) endotélio, na presenca (PVAT+) e auséncia (PVAT-) de tecido adiposo
perivascular da prole masculina adulta exposta a metformina (MET) ou agua
(CTR) durante o periodo gestacional. Dados sdo expressos como meédia *
E.P.M., n =9-12. Two way ANOVA, p > 0,05.
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5. DISCUSSAO

Existem poucos trabalhos que avaliaram as consequéncias vasculares
da exposicao in Gtero na prole adulta (NOVI et al., 2017). Todavia ha estudos
mostrando efeitos diretos benéficos da metformina em humanos e animais
(KATAKAM et al., 2000; JAGER et al., 2005; SUN et al., 2014; LEE et al.,
2017). No presente estudo, foi demonstrado, pela primeira vez, que a
exposi¢cdo intrauterina & metformina néo interfere com a reatividade da aorta
abdominal para os vasodilatadores ACh e NPS, assim como n&o interfere com
a reposta ao vasoconstritor Fenil, tanto na presenca ou auséncia de endotélio
e PVAT. Além disso, foi observado que o tratamento com metformina durante a
gestacdo nado altera o ganho de peso materno, peso dos filhotes ao nascer,
namero de animais/ninhada e peso corpéreo da prole na vida adulta.

Nosso grupo recentemente demonstrou que a exposi¢ao intrauterina a
metformina ndo interfere com a funcdo endotelial da prole na aorta toracica
(NOVI et al., 2017). Agora, foi demonstrado que a exposi¢do a metformina in
Gtero ndo altera com a funcdo do endotélio e do PVAT na aorta abdominal
isolada da prole masculina adulta, sugerindo que a exposicdo intrauterina a

metformina € segura para o sistema vascular da prole.

Tem sido descrito que em pacientes com diabetes mellitus tipo 1l (DM II)
tratados com insulina, o tratamento adicional com metformina resulta em
melhora na concentracdo de marcadores plasmaticos de funcdo endotelial
(JAGER et al., 2005), assim como, no aumento da vasodilatagdo dependente
de endotélio (MATHER; VERMA; ANDERSON, 2001). Do mesmo modo, em
ratos Sprague-Dawley resistentes a insulina, o tratamento com metformina
melhora a vasodilatacdo induzida pela ACh, tanto em experimentos in vivo
como em experimentos in vitro, por meio de maior biodisponibilidade de NO
(KATAKAM et al., 2000), indicando que o tratamento com esta biguanida
exerce efeitos diretos benéficos sob a funcdo vascular em humanos e modelos

animais com diabetes.

A estreita relacdo de PVAT e fungéo vascular tem sido destacada nos
altimos anos. Interessantemente, o fenotipo na aorta abdominal é caracterizado

por tecido adiposo branco, esta regido parece ser mais pro-inflamatoria e
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aterogénica e apresenta maiores quantidades de genes inflamatérios e
marcadores de infiltracdo de células imunes em relacdo a regiao toracica da
aorta (PADILLA et al., 2013). Recentemente, foi demonstrado que o tratamento
com metformina em ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta rica em
frutose melhora a funcdo endotelial regulando AMPK, SIRT-1 e inibindo a
ativacdo de NF-kappa B no PVAT (SUN et al., 2014). Ainda, em ratos Sprague-
Dawley sob dieta rica em lipideos, a metformina melhora a funcdo endotelial
reduzindo a inflamacao no PVAT mesentérico (LEE et al., 2017). Entretanto, os
efeitos no PVAT da aorta da prole exposta a metformina in Utero ainda néo
haviam sido elucidados. Neste presente estudo, foi demonstrado que a
metformina néo interfere na funcdo endotelial e do PVAT na aorta abdominal
isolada da prole exposta. Desta forma, a metformina exerce efeitos benéficos
diretos na funcdo vascular, como evidenciado em modelos de obesidade, e
demonstra ser um farmaco seguro para o sistema cardiovascular da prole

exposta.

O efeito da exposicdo maternal a metformina nos parametros
antropometricos da progénie é controverso. Neste estudo, foi demonstrado que
a metformina ndo afeta o peso da prole ao nascer, assim como na vida adulta.
Em um estudo com humanos, o peso ao nascer ndo foi afetado nos recém-
nascidos expostos a metformina in Gtero, por outro lado, os autores descrevem
que as criangas expostas a metformina apresentam maior peso com um ano de
idade quando comparadas com as criancas expostas ao placebo (CARLSEN;
MARTINUSSEN; VANKY, 2012). Além disso, um estudo de follow-up realizado
com mulheres com diabetes gestacional tratadas com metformina ou insulina
mostrou que as crian¢cas expostas a metformina no periodo pré-natal foram
mais altas e apresentaram maior peso aos 18 meses de idade do que as
criancas expostas a insulina (IJAS et al., 2015). Em roedores, foi descrito que a
exposicdo a metformina in Utero predispde a prole a obesidade, quando
alimentada com dieta rica em lipideos, mas ndo com dieta regular (SALOMAKI
et al., 2013). Os periodos pré-natal e neonatal sdo criticos para o
desenvolvimento do equilibrio energético e circuitos metabdlicos (BOURET;
DRAPER; SIMERLY, 2004; YURA et al., 2005), desta forma, a predisposicéo a

um ambiente atipico durante estes periodos pode resultar em mudancas
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sustentadas no fendtipo (YURA et al., 2005; MEANEY; SZYF; SECKL, 2007;
VICKERS et al., 2008; CARONE et al., 2010; SALOMAKI et al., 2013). Por
conseguinte, o “status” metabodlico materno durante a gestacdo e o “status”
metabdlico da prole durante seu desenvolvimento apresentam importante papel
em como a exposicdo a metformina ira se traduzir no fenétipo da prole
(SALOMAKI et al., 2014). Os resultados divergentes descritos pelos estudos
que avaliaram as consequéncias da exposicdo intrauterina a metformina
podem ser devido a diferencas metodolégicas, como uma pré-condicédo
gestacional (presenca ou nao de alteracdo metabolica), dose de tratamento da
metformina, tempo de tratamento e idade na qual os parametros metabdlicos

foram avaliados na prole.

No que diz respeito aos efeitos no ganho de peso materno, foi
demonstrado que a metformina nado interferiu neste parametro, sendo o
resultado um pouco surpreendente, pois este regime de exposicdo foi utilizado
em outros estudos onde uma leve diminuicdo no ganho de peso materno
durante a gestacéo foi observado (FORCATO et al., 2017; NOVI et al., 2017).
Semelhante ao presente estudo, em camundongos C57/BL6NHsd prenhez sob
dieta regular e sem alteracdo metabdlica durante a gestacao, o tratamento com
metformina também n&o interfere no peso materno (SALOMAKI et al., 2013).
Ademais, mulheres com diabetes gestacional também podem n&o apresentar
alteracdo no peso corporal com o tratamento de metformina (TERTTI et al.,
2008; 1JAS et al., 2011). Todavia, os efeitos da metformina sob este parametro
nao sao inteiramente claros, visto que existem estudos demonstrando que
mulheres com diabetes gestacional tratadas com metformina tiveram menor
ganho de peso que aquelas tratadas com insulina (BALANI et al., 2009;
SPAULONCI et al., 2013). Em resumo, foi demonstrado no presente estudo
que a exposicdo a metformina durante a gestacdo ndo induziu toxicidade
materna e neonatal. Além disso, foi demonstrado que a exposi¢ao intrauterina
a metformina ndo levou a mudancgas na reatividade da aorta abdominal prole

masculina adulta.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se com este trabalho que a exposicao intrauterina a metformina
ndo exerceu efeito intrinseco sobre a funcdo do endotélio e do PVAT na aorta
abdominal na prole, mostrando ser segura ao sistema vascular da prole

exposta.
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Anexo A

Parecer do Comité de Etica e uso de animais

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N 128/2015 Londrina. 03 de Jultho de 2015.

Prezada Pesquisadora,

A CEUNUEL reurida am 19 ce Maio de 2015 avaliou o projelo de pasquisa
miitulade  “Influéncia da exposigio materna 3 metformina sobre pardmetros
reprodutivos, metabdlicos e cardiovasculares na prole de ratos”, registrado sob o
proces=zo CEUA n"869896.2018.02, pssqusa do Centro de Céincias Biclogicas, desanvolvido
50b sun responsabidade. Esdorecados o5 aspecios metodologoos soldilados, o projalo
esld aprovado para execugdo enlendendo-se que os prncipios élicos peabulados pelo
Consetha Nacicnal de Controle de Experimentagio Animal estdo respeitados.

Serdo utlizados 100 ratos Wistar (40 machos & 60 fémess), com 75 diss de
Kade « provermentes do Bicténo Central da UEL, & 3 partir do cruzamento de parte dasles,
espara-sa obler aproximadamenie 400 fibotes. O projeio tem como objetivo avaliar em ratos
& ralas expostos 3 melfoomna duante = geslagio ¢ & amamentagdo os pardmetros
reprodulivos @ compartamentais, o fenslipo metabdlico, a pressio arlerial e freguénos
cardiacs, responsividace da aorla e a producho de espéces restivas de odpénio na acrla
Para tanto, sesd colocado um macho ¢ duas #meas em cada geiols para o acasalamento &
2 prenhe serd deferminada quando abservadas espermatozoides e a fase astro & parle 3
redlizacdo do esfregaco vagingd A parfir da determinacdo da prenbe, as ralas serdo
slocadas am gaioles Indmdusls & dMdidas em grupas sxpanmantais para trtamenta com
matforming @ dgua em C0S85 8 lempPos varEawsis de acerdo cam o grupo experimantal. As
peoles 1embém serdoe diMdidas em gripes de Scorda com o tratamento que suas respeclivas
paragles pamnantas recebaram para svalagsoe da toicidade matema, foxicidada reprodutva
na prole famining @ masculng € pardmetres metadbélicos & cardiovasculares.  Os animais
serdo eulanasiados com lopantal {40 mgkg, Lp.} e serd raaslizada taracalomia pars
remacio do sangus por pungio cardiaca & das porples tovadca & abdominat da aorla, que
wacdo separsdss, desacadss & secconadas em dois anés transversais, Os protocakes
eperimenlais esiiio apeovados com Previsdo pars execucdo em 35 mases.

Cumpra ofientar que caso pratendam-s8 quasquer aiteragdes no pratocaka
wperiments sprovado, dave-sa submetar 0 novo protocoio 4 apredagic da CEUANUEL
antaricemants & execugio das modiicaghes,

Cokice-me & disposicdo pars quaisquer asclaracimantcs que se fuerem
necessania. Seen mais para ¢ momento, subscrave, cordialments,

(bl G Lt‘q iy
Prof. Dr. Waklicdu Apseecido Vel Junicr
Coorderador ds C EL
lima. Sra.

Profa. Dra. Graziela Scalianti Ceravolo

Courdenadora do Projeto

Dapartameanto de Génciae Fisioidgicas

Ceantro de Cigncias B

Com chpia para Sra. Edilamar doe Angos (Chefe da DCAPROPPG), Lulz Carles Jutian
{Diretor do Baotério Cenlral da UEL), Chefe do Departamento da Ciéncias Flslgicas e
Diretar(n) do Centra de Ciénciss Bicldgicas.

N T L L L L L T O T T T e e——pe—T
PN LR L)

48



