RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo deste
trabalho sera disponibilizado
somente a partir de 24/02/2019.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Fernanda Piculo

Analise da proteina quimiotatica de mondcitos-3 (CCL7) em
gestantes hiperglicémicas com incontinéncia urinaria:
coorte prospectiva da gestacio ao primeiro ano pos-parto

Tese apresentada a Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Doutor em Ginecologia,
Obstetricia e Mastologia.

Orientadora: Profa. Dra. Marilza Vieira Cunha Rudge
Coorientadores: Profa. Dra. Débora Cristina Damasceno
Profa. Dra. Angélica Mércia Pascon Barbosa
Prof. Dr. Adonis Hijaz

Botucatu
2017




Fernanda Piculo

Analise da proteina quimiotatica de monocitos-3 (CCL7)
em gestantes hiperglicémicas com incontinéncia urinaria:
coorte prospectiva da gestacao ao primeiro ano pos-parto

Tese apresentada a Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Doutor em Ginecologia,
Obstetricia e Mastologia.

Orientadora: Profa. Dra. Marilza Vieira Cunha Rudge
Coorientadores: Profa. Dra. Débora Cristina Damasceno
Profa. Dra. Angélica Mércia Pascon Barbosa
Prof. Dr. Adonis Hijaz

Botucatu
2017



FICHL CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEQiD TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISEOD TECNICA DE BIRLIOTECA E DDCUHEHTAQEE - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRE 8/5651

Piculoc, Fernanda.

Znédlise da proteina gquimioctdtica de monbdcitos-3 (CCL7) em
gestantes hiperglicémicas com incontinéncia urinaria :
coorte prospectiva da gestagloc ac primeiroc anc pds—parto /
Fernanda Piculoc. — Botucatu, 2017

Tese (doutoradeo) — Uniwversidade Estadual Paulista "Julio
de Mesgquita Filho", Faculdade de Medicina de Botucatu

Orientador: Marilza Vieira Cunha Rudge

Coorientador: Débora Cristina Damasceno

Coorientador: Angelica Mércia Pascon Barbosa

Capes: 40101150

1. Mulheres gravidas. 2. Gravidez em diabé&ticas.
3. Incontinéncia urindria. 4. Hiperglicemia. 5. Cuidado
pds-—natal. €. Proteinas guimicatraentes de mondcitos —
Lnalise.

Palavras—-chave: CCL7; Diabetes gestacional; Gestacdo;
Incontinéncia urinaria.







"Nenhuma invengdo do ser humano, por mais completa e evoluida que seja,
equivale a magia que é o encontro de duas células num ambiente propicio a

formar um novo ser".

A todas as mamdes, fontes inspiradoras deste trabalho, a quem dedico com muito
carinho a conclusdo desta tese, pelo acompanhamento, atengdo, compreensdo e
amizade, visto que foram os instrumentos fundamentais para que essa etapa se

concretizasse.

Dedicatoéria






A Deus, meu maior porto seguro, por abengoar todos os dias da minha vida, iluminar

meu caminho e dar forcas para seguir sempre em frente.

Aos meus pais, Ivonildo e Genilde, que por uma vida de dedicacdao, amor e trabalho
sempre possibilitaram a oportunidade de realizar meus sonhos e conquistas. Agrade¢o por

todo amor, incentivo, dedicacdo e paciéncia. A vida toda dedicarei minhas vitorias a vocés.

Aos meus irmdos Ana Paula e Julio César, a minha avo Alice, aos meus tios e
primos, por me incentivarem e estarem sempre presentes em todas as etapas e conquistas de
minha vida. Agradeco as palavras de conforto, perseveranga e motivagdo incondicional que

sempre me impulsionaram em direcdo a vitoria dos meus desafios.

A Profa. Dra. Marilza V.C. Rudge, um agradecimento especial pela orientagdo,
oportunidade e confianca na conducdo deste estudo, pelos ensinamentos cientificos e exemplo

de profissional. Estendo meu agradecimento ao carinho do seu esposo Dr. Aristides.

A Profa. Dra. Débora C. Damasceno, minha eterna gratidio e respeito por permitir
meu crescimento cientifico e pessoal durante todos esses anos de convivéncia no laboratorio.
Obrigada por tantos ensinamentos, ajuda, paciéncia, confianca e presenga no desenvolvimento
deste projeto. Agradeco também a amizade e carinho de seu marido Carlos ¢ sua filha Dani,

por momentos agradaveis de convivéncia.

A Profa. Dra. Angélica M.P. Barbosa, pela confianca depositada em mim desde a
graduacao e pela oportunidade desta trajetoria académica. Agradeco todas as contribui¢des na

minha formagao pessoal e profissional.

Ao Prof. Dr. Adonis Hijaz, pela proposta deste trabalho, pela corre¢do do inglés e por

todo apoio cientifico desde o mestrado.

A Glilciane Morceli, um agradecimento especial por acreditar neste trabalho, pela
iniciativa e dedicacdo nas coletas de sangue, além de todo apoio na captacdo,

acompanhamento e carinho com as pacientes.

Agradecimentos



A Meire Rose do Nascimento Camargo, que abragou o desafio das coletas de sangue
na ultima etapa de acompanhamento pds-parto. Agradeco pela valiosa ajuda, por transformar

os momentos de dificuldade em descontracao e tornar esse desafio mais leve.

A Maria José, enfermeira responsavel pelas coletas da Maternidade e Marcos

Pimentel, por me socorrerem com prestatividade diversas vezes nas coletas deste trabalho.

A Giovana Vesentini, por sua solicitude, amizade e ajuda nas etapas do doutorado,

além do apoio e incentivo no dia-a-dia.

Aos amigos do Laboratorio de Pesquisa Experimental de Ginecologia e
Obstetricia (LAPGO): Aline Bueno, Aline de Oliveira Netto, Ana Paula Campos, Bianca
Cassettari, Bruna Dallaqua Jaquie, Carolina Abreu Miranda, Eduardo Klopplel, Franciane
Quintanilha Gallego Souza, Gabriela Marini Prata, Giovana Vesentini, Glilciane Morceli,
Isabela Lovizutto Iessi, Joice Vernini, Mariana Alvarez Arantes, Nathalia Cristine Dias de
Macedo, Rafael Bottaro Gelaleti, Silvana Barroso Corvino e Yuri Karen Sinzato, pela

colaboragdo, aprendizado e convivéncia didria.

Ao assistente de suporte académico do LAPGO: Danilo Chaguri, pela eficiéncia nos

servicos prestados e alegres momentos de convivéncia.

A meu namorado Renan, por todo apoio, amor, compreensdo e incentivo. Por sua
habilidade com planilhas e graficos dindmicos que me salvou tantas vezes e claro, pela

companhia nesta trajetoria.

Aos primos, Celina e Marco, um agradecimento especial pela atencdo, carinho e

principalmente pela dedicacdo e apoio na formatagao da tese.

A todos os amigos, especialmente as amigas Gabi, Luana, Bruna, Sueli, Juliana,
Shelly, Marina, Naiara e aos amigos Felipe, Rafael, Juan, Thiago, Evandro e Marcel.
Agradeco o apoio, companheirismo, momentos de alegria e principalmente por serem bons
amigos sempre. De modo particular, agradeco a amiga Gabi que muito tem me ajudado e

incentivado diante das novas oportunidades e desafios.

Agradecimentos



A Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP, em especial ao Programa de Pés-
Graduacao em Ginecologia, Obstetricia e Mastologia; ao Departamento de Ginecologia e
Obstetricia e ao Laboratorio de Pesquisa Experimental de Ginecologia e Obstetricia

(LAPGO) pela concessao das dependéncias durante a realizacao deste trabalho.

Aos Funcionarios do Departamento de Ginecologia e Obstetricia, Aparecida
Benedita Vasques, Ligia Maria da Silva Rodrigues, Regina Célia Gamito e a Solange Sako
Cagliari (secretaria do programa de Pos-Graduagao em Ginecologia, Obstetricia e Mastologia)

pela dedicagado e auxilios prestados.

Aos Funcionarios da Secao de Pés-graduacgao Janete Aparecida Herculano Nunes da
Silva, Andreia Paula Longo Devide, Diego Cezario Bovolim de Oliveira, Luciene de Cassia
Jeronimo Tobias, Lilian Cristina Nadal Bianchi, Vanessa Mores Braite e Rosana Aparecida

Florencio pela dedicacdo e solicitude durante o periodo de pés-graduacao;

Ao Escritorio de Apoio a Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu,
principalmente ao Prof. Dr. Adriano Dias, Prof. Dr. José Eduardo Corrente e
Hélio Rubens de Carvalho Nunes, pela contribuicdo no delineamento do projeto e analise

estatistica dos dados.

Ao servico da Divisdo Técnica de Biblioteca e Documentacio da UNESP, Campus

de Botucatu, pelo auxilio na pesquisa bibliografica e elaboracdo da ficha catalografica;

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo (FAPESP), pela
concessao da bolsa de doutorado (Processo n°. 2012/25060-3).

As participantes deste estudo, pela permissdo e acompanhamento nas diversas etapas

da gestacao e pods-parto, além do carinho, aprendizado e amizade.

A todos aqueles que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo deste

trabalho.

Agradecimentos






“Porque cada um, independente das habilitagoes que tenha, ao menos uma vez na

vida fez ou disse coisas muito acima da sua natureza e condigdo, e se a essas pessoas
pudéssemos retirar do quotidiano pardo em que vdo perdendo os contornos, ou elas a si
proprias se retirassem de malhas e prisoes, quantas mais maravilhas seriam capazes de obrar,
que pedagos de conhecimento profundo poderiam comunicar, porque cada um de nds sabe
infinitamente mais do que julga e cada um dos outros infinitamente mais do que neles

aceitamos reconhecer.”

José Saramago (A Jangada e a Pedra)

Epigrafe



Shromiric



11

Contextualizagio- Grupo de Pesquisa "Diabete e Gravidez - Clinico e

EXPerimental"...........cooiuiiiii s 13

RETCTENCIAS oo 18

Capitulo 1/ Chapter 1- Pregnancy-specific urinary incontinence in gestational

hyperglycemia worse the occurrence and severity of urinary incontinence and

quality of life over the first year postpartum.............cccccevevvieiieereieriieeeee 20
ADSTIACE. ..ottt ettt h bt et b ettt b e et ae e 21
INEEOAUCHION. ...ttt ettt et b et eat e bt et satesaeenae e 22
Materials and MEthOdS. ........coouiiiiiiiiiiieiieeee et 23
RESUILS. ..ttt sttt et ettt sttt et ennes 25
DIESCUSSION. ...ttt ettt ettt et h ettt sb e e bt et e sbe e be et e sbeebeeatenaeenee 33
CONCIUSION. ...ttt ettt ettt sb et st b et e a e s bt et e satesbe et e e e e naeenee 36
RETEIENCES. ...ttt ettt e beesaee e b 37

Capitulo 2/ Chapter 2- Interaction between gestational hyperglycemia,

pregnancy-specific urinary incontinence, and CCL7 serum profile on long-

1M MALETNAL OULCOIMNIE ...ttt ettt e e e e e eee e 40
ADSITACT. .o 41
I T OUCTION. ¢ eseseeemesmsssmnesnmnmnmsmnmnmnn 42
Materials and MeEthOdS. ....ooooiiiiiiii 44
RS 11 LT 48
DIISCUSSION. ettt 55
CONCIUSION. e e e e e e eeeeeaeas 61
RETEIEIICES. ..o et e e e e e e e e e e e e e e e e e e aee e e e e eaeaaaaaeaaens 62
AATIEXOS ..ottt ettt e e e e et ettt ————eae e e ettt ——————tae ettt aa—————————ttttra———————ttoons 64

Sumario






13

Grupo de Pesquisa “Diabete e Gravidez - Clinico e Experimental”

O Grupo de Pesquisa Académico “Diabete e Gravidez - Clinico e Experimental” ¢
liderado por Rudge, M.V.C. desde 1980 e vinculado ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Ginecologia, Obstetricia e Mastologia da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP. Em
sua tese de livre-docéncia (1984) investigou o diagnodstico do Diabetes mellitus gestacional
(DMGQG) por meio do teste oral de tolerancia a glicose (TTG) e perfil glicémico (PG).

O uso dos dois testes, aplicados em paralelo, identificou quatro grupos de gestantes
com caracteristicas diferentes das apontadas pela literatura, nomeados grupos de Rudge: IA -
gestantes nao diabéticas com os 2 testes normais; Grupo IB - portadoras de hiperglicemia
gestacional leve com apenas o PG alterado; Grupo IIA - portadoras de DMG com apenas o
TTG alterado e o grupo IIB- portadoras de DMG e/ou DM2 com os 2 testes alterados (1).
Usando a macrossomia fetal como padrdo ouro do diagnostico, Rudge et al. identificaram que
as gestantes com perfil glicémico alterado, independente do resultado do TTG, apresentaram
maior prevaléncia de macrossomia fetal. As gestantes que apresentaram alteracdo apenas no
PG foram denominadas portadoras de Hiperglicemia gestacional leve (HGL) e caracterizam
um grupo diferenciado de gestantes que vem sendo estudado em diferentes aspectos maternos
e perinatais (1). Este estudo deu origem a pesquisas clinicas e experimentais de forma
translacional para elucida¢do das repercussdes da hiperglicemia gestacional em diferentes
niveis glicémicos (2).

Dentre os temas de interesse do grupo, a associacdo entre hiperglicemia gestacional e
incontinéncia urindria (IU) chama atenc¢do pela escassez de estudos na literatura. Pesquisas
com associagdo entre DMG e alteracdo muscular do assoalho pélvico iniciaram-se a partir de
investigagdes clinicas sobre IU gestacional em mulheres com historico de DMG. A tese de
doutorado de Barbosa em 2006 “Prevaléncia e fator de risco para incontinéncia urinaria e

disfuncdo do assoalho pélvico dois anos ap6s Diabetes mellitus gestacional” gerou resultados
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importantes (3) para a fundamentacdo de uma nova linha de pesquisa, credenciada junto ao
grupo de pesquisa no CNPq. Esta linha de pesquisa, denominada "Triade hiperglicemia
gestacional, incontinéncia urinaria gestacional e perfil da miopatia hiperglicémica
gestacional" tem como objetivo identificar biomarcadores morfologicos, bioquimicos,
moleculares e dmicos da miopatia diabética gestacional na predi¢ao de incontinéncia urinaria
poOs-parto.

O estudo clinico de Barbosa ef al. mostrou que a incidéncia da IU gestacional em
mulheres com histérico de DMG foi maior (50,8%) em comparacdo ao grupo normoglicémico
(31,6%). Dois anos apos parto cesdrea a IU nas mulheres com historico DMG prevaleceu
44,8% vs. 18,4% nas normoglicémicas. Na analise multivariada, o DMG foi considerado fator
de risco para IU (OR 2,26; IC 95%: 1,116-4,579). Além disso, a IU pds-parto relacionou-se
com a baixa pressdo de contracdo dos musculos do assoalho pélvico (MAP) (OR 20,416; IC
95%: 3,548;117,479) (3).

Estes achados demonstraram déficit funcional dos MAP, possivelmente advindos do
processo patolégico do DMG, e deram origem a primeira etapa do estudo translacional em
relacdo a interagdo DMG-MAP ("bedside to bench") (2) que teve finalidade de investigar, por
meio de estudos experimentais, a musculatura estriada uretral de ratas prenhes diabéticas,
analogos aos MAP de mulheres. Esta fase foi conduzida em parceria com pesquisadores da
Case Western Reserve University (CWRU), Cleveland Ohio/USA. No mestrado de Marini,
2010 (4) (FAPESP 2008/00989-4) e Piculo, 2013 (5) (FAPESP 2010/13303-3) foram
desenvolvidos estudos experimentais em ratas prenhes com diabete grave e moderado que
demonstraram achados semelhantes em relacdo a morfologia das fibras musculares do
musculo estriado uretral de ratas submetidas a cesarea, como atrofia, adelgacamento,
desorganizacdo e rompimento associado a perda de localizagdo anatomica normal e alteracao

na propor¢ao das fibras rapidas e lentas. Além dos achados musculares foi evidenciada
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mudanga significativa na matriz extracelular com presenca de fibrose e na ultraestrutura como
o acumulo de mitocondrias, gotas de lipidios e granulos de glicogénio. Aspectos relacionados
aos danos e exposicdo temporal a niveis glicémicos moderados, relacionados a metodologia
empregada, levantaram questionamentos que foram elucidados com o desenvolvimento de
dois estudos experimentais desenvolvidos em teses de mestrado e doutorado (5, 6). O efeito
da indugdo do diabete de intensidade e tempo de exposicdo diferentes foi verificado no
doutorado de Marini, 2014 (FAPESP 2010/10740-3). Diferentemente do esperado, o diabete
moderado presente a longo prazo foi mais agressivo para integridade do tecido muscular
comparado ao diabete grave a curto prazo, confirmando que o tempo de exposicao ao
ambiente hiperglicémico foi mais determinante para lesdo muscular do que a intensidade
glicémica (6). Estes resultados experimentais demonstraram que a associacdo diabete e
prenhez danifica gravemente o musculo estriado uretral, corroborando os resultados clinicos
anteriores de que a IU em diabéticas gestacionais esta associada a disfuncdo muscular do
assoalho pélvico (3).

A etapa “bed to bench* da pesquisa translacional realizada nos trabalhos publicados
pelo nosso grupo consolidaram a base fisiopatoldgica da IU no DMG e na HGL (2). A etapa
“bench to bed” deveria ser a intervengdo na gestacdo de diabéticas. Entretanto, o contato e as
discussdes das proponentes deste projeto com o servigo de Urologia da Case Western Reserve
University—Cleveland (USA) supervisionado pelo Dr. Adonis Hijaz, indicaram que antes da
intervengdo ¢ importante o desenvolvimento de mais pesquisa para investigar os mecanismos
de recuperagdo envolvidos nos distirbios do assoalho pélvico feminino em mulheres com
DMG e HGL e que resultardo no melhor atendimento as pacientes. Frente a isso, nosso grupo
iniciou a investigacdo de marcadores envolvidos na mobilizacdo de células-tronco
mesenquimais como mecanismo natural de reparo dos MAP envolvidos na IU em mulheres

com hiperglicemia gestacional durante a gestacao e apds o parto, que ¢ tema da presente tese.
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Papel da CCL7 na recuperacio da IU

A proteina quimiotatica de monocitos-3 (MCP-3), atualmente conhecida como CCL7,
¢ uma citocina homing de células-tronco mesenquimais, significativamente super-expressa
apo6s a distencdo vaginal em ratas, principalmente na uretra (7). Homing ¢ definido como a
captura das células-tronco mesenquimais pela vasculatura de um tecido, seguido de sua
transmigracao através do endotélio (8). Embora esse processo ainda ndo esteja totalmente
esclarecido, muitos estudos tém sido realizados a respeito da mobilizagdo de células-tronco
mesenquimais nativas € do homing das células-tronco mesenquimais exdgenas infundidas por
diversas vias em resposta a um insulto isquémico/inflamatorio.

Em investiga¢dao experimental recente de causas de incontinéncia urinéria induzida por
trauma de parto e mecanismos de recuperagao, foi verificada a relacdo entre a duragdo da
distencdo vaginal e subsequente aumento da expressdao de CCL7 e um dos seus receptores
associados, CCR-1, na uretra imediatamente ap6s distengdo vaginal (9). A infusdo intravenosa
de célula-tronco mesenquimal em ratas esteve associada a uma recuperacdo funcional
acelerada de perda da resisténcia uretral (10), sugerindo que a promog¢ao da mobilizacdo de
células-tronco pode ter um efeito positivo sobre a recuperagdo da IU. A importancia sobre o
papel da CCL7 e sua associa¢do com a mobilizagdo de células-tronco na recuperacao da lesdo
de um tecido segue observagdo semelhante ao que ocorre no coragdo apds uma lesdo
isquémica. As células-tronco sdo funcionalmente responsaveis pelo desenvolvimento e
regeneracdo dos tecidos e oOrgdos (11, 12). No adulto, as células-tronco quiescentes
normalmente tornam-se ativadas apds um episddio de dano tecidual, durante a qual o corpo
gera sinais quimicos especificos, que servem para direcionar a migragdo e diferenciagdo
celular (32). Este método tem o potencial de facilitar a recuperagdo da funcdo sem as
dificuldades inerentes no uso de células transplantadas.

Dados atuais sugerem que o parto humano simulado por distensdo vaginal em ratas
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virgens ¢ conhecido por aumentar a expressao de quimiocinas e receptores envolvidos na
migracao de células-tronco e reparacdo de tecidos. Apesar de ser bem caracterizado e ter uso
validado, o conhecimento dos efeitos da distencdo vaginal na migracao de células-tronco e
reparagao tecidual no cendrio da gravidez e do parto ainda vem sendo melhor investigado.
Lenis et al. (2013) investigaram a hipotese de que a gravidez e o parto em ratas facilitam o
reparo da distencao vaginal, aumentando a expressao de quimiocinas e de seus receptores,
facilitando a migracdo de células-tronco endogenas e a reparagdo tecidual. Os dados
mostraram que a distenc¢ao vaginal regula a expressao de CCL7 imediatamente apos a lesao
em ratas virgens e pos-parto (13), o que validou estudos anteriores. A distengdo vaginal
regulou a expressdo de CCL7 uretral em aproximadamente oito vezes comparado aos
controles, independentemente da paridade, sendo consistente com os resultados de Wood et
al. (2008), apesar do uso de uma linhagem diferente de rato (9). Por outro lado, Woo et al.
relataram aumento aproximado de vinte vezes na expressao uretral de CCL7 em ratas apoOs
distencdo vaginal. Variagdes na técnica de dissec¢do podem explicar estas diferencas entre as
investigacoes (7, 14).

Devido a necessidade de realizar um estudo clinico para mensurar o CCL7 em
mulheres com incontinéncia urinaria no periodo gestacional e pds-parto e a impossibilidade
de fazé-lo em tecido especifico (uretra), Hijaz et al., 2013 (15) investigou a expressdo de
CCLT7 no soro de modelos murinos de incontinéncia urinéria induzida por trauma de parto. Os
resultados mostraram superexpressao de CCL7 no soro de camundongos apds a distencao
vaginal, indicando que a expressdo local de CCL7 estd associada a uma resposta sistémica
apos lesdo, além de sugerir um potencial translacional (15).

Diante disso, o estudo proposto estabelece uma liga¢do translacional, mensurag¢do de
CCL7 em mulheres com hiperglicemia gestacional, e ainda proporciona oportunidades para a

exploragdo futura do papel mecanicista do fator de recuperagdo na IU feminina.
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A presente tese esta dividida em 3 partes: Contextualizagdo, Capitulo 1 e Capitulo 2.
Os capitulos estdo formatados de acordo com as normas das revistas a que serao

submetidos.
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