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RESUMO

Ao longo da gestacdo, a placenta cria um microambiente no qual células geneticamente
distintas permanecem em contato e equilibrio funcional. No entanto, o Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG) definido como qualquer grau de intolerancia a glicose, iniciado ou
detectado pela primeira vez na gestacdo, quando néo tratado pode levar a resultados adversos
maternos, placentérios e, consequentemente, para o feto/recém-nascido. Nosso grupo de
pesquisa tem investigado a proteina anti-inflamatoria anexina A1 (ANXA1) em diferentes
contextos gestacionais, incluindo placentas de gestacdes de risco, como aquelas associadas
com as infecgdes por Toxoplasma gondii e Zika virus. Com estas consideragdes, no presente
trabalho foram avaliadas placentas de gestantes diabéticas (DMG) comparando com controles
ndo diabéticos (ND) e, ainda, nas regides do labirinto e zona juncional da placenta de
camundongos BALB/c selvagens (WT) e nocautes para AnxAl (Anxal -/-) com o objetivo de
consolidar os resultados obtidos nas placentas humanas. As placentas foram avaliadas
histologicamente e a expressdo da ANXAL1 foi relacionada com a modulagdo dos marcadores
de sobrevivéncia celular, na presenca de dano ao DNA e apoptose. As expressdes de ANXAL,
danos ao DNA (8-Hidroxiguanosina e YH2AXx), enzimas da via de reparo por excisdo de base,
BER, (OGG-1 e APE-1) e apoptose (caspase-3 clivada) foram detectadas por imuno-
histoquimica em vilos placentarios humanos (regido fetal da placenta) e nos animais (regides
do labirinto e zona juncional). A intensidade das expressdes proteicas foi medida por
densitometria citoplasmatica, e pela relacdo de ndcleos marcados por éarea vilosa.
Histopatologicamente, as placentas DMG apresentaram alteragfes estruturais como
desorganizacdo das células trofoblasticas, predominio de nds sinciciais e regides fibrinoides.
A expressdo da ANXAL foi reduzida no sinciciotrofoblasto viloso, enquanto ocorreu aumento
no dano ao DNA, diminuicdo da expressdo das enzimas envolvidas no BER e aumento do
processo de apoptose. Resultados semelhantes foram observados nos camundongos Anxal -/-,
confirmando o papel da proteina ANXAL na resposta celular placentaria. Em conjunto, nossos
dados sugerem que a ANXA1 nuclear tem envolvimento com o DNA danificado, modulando
a resposta celular no DMG. Este fato pode representar um avango nas investigacoes
relacionadas com os mecanismos envolvidos na biologia placentéria, e consequente prevencéao

dos resultados perinatais adversos nas gestacoes de risco.

Palavras-chave: Anexina Al nuclear. Vilos placentéarios. Danos ao DNA. Reparo por excisdo
de base (BER). Morte celular.



ABSTRACT

Throughout pregnancy, the placenta creates a microenvironment in which genetically distinct
cells remain in contact and functional balance. However, Gestational Diabetes Mellitus
(GDM), defined as any degree of glucose intolerance initiated or first detected in gestation,
when untreated may lead to adverse outcomes for mother and fetus/newborn. Our research
group has investigated the annexin Al anti-inflammatory protein (ANXAL) in different
models of inflammation, including placentas from risk pregnancies, such as those associated
with Toxoplasma gondii and Zika virus infections. With these considerations, in the present
study, placentas from diabetic pregnant women (GDM) were compared with non-diabetic
controls (DN), also in the labyrinth and junctional zone regions of the BALB/c mice placenta
control (WT) and AnxAl-deficient (Anxal -/-) in order to consolidate the results obtained in
human placentas. Placentas were analyzed histologically and ANXA1 expression was related
to modulation of cell survival markers in the presence of DNA damage and apoptosis.
ANXAL, DNA damage (8-Hydroxyguanosine and yH2Ax), base excision repair pathway
enzymes, BER, (OGG-1 and APE-1) and apoptosis (cleaved caspase-3) expressions were
detected by immunohistochemistry in human placental villi (fetal region of the placenta) and
in animals (maze regions and junctional zone). The intensity of protein expressions was
measured by cytoplasmic densitometry, and by the ratio of nuclei marked by villous area.
Histopathologically, GDM placentas showed structural changes such as disorganization of
trophoblastic cells, predominance of syncytial nodes and fibrinoid regions. ANXA1
expression was reduced in villous syncytiotrophoblast, while there was an increased in DNA
damage, a decrease in the expression of enzymes involved in BER and an increase apoptosis
process. Similar results were observed in Anxal -/- mice, confirming the role of the ANXA1
protein in this placental cell response. Our observations of human material, in combination
with animal knockout model, may open important perspectives for further understanding of
ANXAL as a cell damage marker in the presence of GDM. This fact may represent an
advance in investigations related to the mechanisms involved in placental biology, and

consequent prevention of adverse perinatal outcomes in high-risk pregnancies.

Keywords: Nuclear Annexin Al. Placental villi. DNA damage. Base excision repair (BER).
Cell death.
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1. INTRODUCAO

1.1. Placenta humana — Generalidades

Ao longo da gestacdo, a interacdo entre tecidos maternos e fetais é realizada por meio de
uma estrutura transitoria, a placenta, que cria um microambiente no qual células
geneticamente distintas se mantém em contato e equilibrio funcional (BURTON;
JAUNIAUX, 2015; KNOFLER et al., 2019). Este 6rgdo possui estruturas de diferentes
origens, morfologia e funcGes, desempenhando atividades funcionais da maioria dos 6rgéos
fetais, desde o comeco do desenvolvimento até o momento do parto (GUDMUNDSSON;
DUBIEL; SLADKEVICIUS, 2009; RIQUELME, 2009).

Em humanos, a placenta é formada pelo cério frondoso (porcéo fetal) e a decidua basal
(porcdo materna) (GUDMUNDSSON; DUBIEL; SLADKEVICIUS, 2009; RIQUELME,
2009). O desenvolvimento da placenta humana se inicia durante o processo de implantacgéo,
onde as células trofoblasticas do blastocisto proliferam e diferenciam, originando duas
populacdes de células distintas: citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto (Figura 1). As células do
citotrofoblasto possuem alta atividade proliferativa e ddo origem ao sinciciotrofoblasto por
um mecanismo de fusdo celular. Este, por sua vez, perde sua capacidade proliferativa e
adquire uma capacidade invasiva que permite sua penetracdo na decidua (endométrio
gravidico). Assim, o sinciciotrofoblasto mantém contato direto com o tecido materno, sendo
um componente-chave no estabelecimento da interface materno-fetal (HUPPERTZ et al.,
2014; MOORE et al., 2016).

Figura 1: Fases iniciais do desenvolvimento placentario. [A] Implantacdo do blastocisto no endométrio
(decidua). [B] Diferenciagdo do trofoblasto em sinciciotrofoblasto (ST) e citotrofoblasto (CT). [C] Progresséo da
implantacdo com expansdo do sinciciotrofoblasto e formacdo das lacunas ocupadas por fluidos provenientes de
secregBes uterinas.

A Blastocisto B e
ey cT
Embrioblasto & ‘
».,".".'.-',v; Trofoblasto 1 by e ) Decidua
:1.'_\ <> Decidua TE i
J \\J . .
Sinciciotrofoblasto
C

~ CT

Lacunano ST

Decidua

Fonte: adaptado de AVAGLIANO et al., 2016.
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Placentas de humanos e camundongos sdo do tipo hemocorial, o que significa que o
tecido trofobléstico - derivado do feto - é banhado diretamente em sangue materno (ENDERS;
BLANKENSHIP, 1999). Os trofoblastos placentarios regulam as trocas gasosas, 0 suprimento
de nutrientes, a remocdo de produtos residuais, o suporte hormonal e a defesa imunoldgica,
todos estes aspectos sdo cruciais para o desenvolvimento e crescimento do feto eutério. Estas
funcbes sdo orquestradas por meio da comunicacdo de sinais moleculares essenciais para a
saude da gravidez (SADOVSKY et al.,, 2020). Apesar das diferencas na estrutura da
membrana placentaria em ambas as espécies, elas compartilham consideraveis caracteristicas
celulares e moleculares, o que tornam os camundongos um objeto de estudo bastante utilizado
nos aspectos da formacdo e funcdo placentaria (ADAMSON et al., 2002; SONCIN et al,
2015).

1.2, Desenvolvimento da placenta humana

Em paralelo a continua formacdo do sinciciotrofoblasto, tem inicio a formacéo das
vilosidades coribnicas, unidade placentaria de trocas entre mae e feto. As células do
citotrofoblasto proliferam ocupando areas centrais nas placas de sinciciotrofoblasto, formando
estruturas em forma de colunas, os vilos primarios (Figura 2A). Posteriormente, 0 mesoderma
extra-embrionario migra para areas centrais do citotrofoblasto, formando as vilosidades
secundarias (mesoderma extra-embrionario + trofoblasto) (Figura 2B). O mesoderma extra-
embrionario forma o estroma dos vilos coridnicos, com células mesenquimais, fibroblastos,
miofibroblastos, células de Hofbauer e vasos fetais (Figura 2C) (BENIRSCHKE;
KAUFMANN; BAERGEN, 2006; HUPPERTZ et al., 2014).

Figura 2: Desenvolvimento das vilosidades placentarias. [A] Vilosidade priméria: citotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto. [B] Vilosidade secundéria: citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e mesoderma extra-
embrionéario e [C] Vilosidade terciaria: citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto, mesoderma extra-embrionério e

capilares sanguineos, em cortes transversal (superior) e longitudinal (inferior).
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Sinciciotrofoblasto Capilares sanguineos

Fonte: adaptado de AVAGLIANO et al., 2016.
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Existem dois tipos de vilosidades coridnicas: os vilos de ancoragem e flutuantes. Os
vilos flutuantes ficam livremente banhados no sangue materno, estabelecendo as fungdes de
trocas (nutrientes, gases e excrecdo) entre mde e feto. Estas vilosidades coribnicas séo
formadas a partir da ramificacdo dos vilos de ancoragem. Estes, por sua vez, alcangam o
endométrio e ancoram a porcao fetal da placenta & decidua. Neste processo, as células do
citotrofoblasto viloso proliferam intensamente na regido apical, rompem a massa de
sinciotrofoblasto e alcangam a decidua, formando colunas celulares que séo direcionadas para
as regides mais internas do endométrio. Em conjunto, estas células recebem o nome de
citotrofoblasto extraviloso e, também, sdo responsaveis pela interacdo materno-fetal, na
medida em que interagem com diferentes tipos celulares maternos. (KAUFMANN; BLACK;
HUPPERTZ, 2003).

Na circulacdo materna o sangue oxigenado chega a placenta por meio das artérias
espiraladas uterinas (Figura 3). O sangue arterial atinge a regido intervilosa (espaco formado
entre os vilos coridnicos), mantendo contato direto com a camada de sinciciotrofoblasto dos
vilos, caracterizando assim a placentacdo hemocorial (MOORE; PERSAUD, 2008;
SCHOOTS et al., 2018). Na circulacdo fetal o sangue fetal, pobre em oxigénio, chega pelas
duas artérias umbilicais que se ramificam na placa coridnica para irrigar as arvores vilosas dos
vasos coridnicos. O sangue oxigenado retorna a regidao da placa coridnica e feto por meio da
veia umbilical (MOORE; PERSAUD, 2008).

Figura 3: Representagdo macroscdpica da placenta humana. Os diferentes compartimentos por onde ocorrem
as trocas entre mée e feto na placenta sdo indicados: a circulacdo fetal, a circulacdo materna e o parénquima

placentario/espaco interviloso.

umbilical vein
(oxygenated)

umbilical cord ‘/
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Fonte: SCHOOTS et al., 2018.
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Para estabelecer uma funcdo placentéria saudavel, o concepto precisa ser implantado
adequadamente, seguido por uma invasdo coordenada de trofoblastos extravilosos (EVT),
resultando na remodelacdo das artérias espirais (Figura 4) e uma circulacdo de baixa
resisténcia no espaco interviloso (PEREIRA et al., 2015).

No inicio da gravidez, o fluxo sanguineo materno ainda nédo esta estabelecido no espaco
interviloso da placenta (SCHOOTS et al., 2018). Um subconjunto das células EVT se
diferenciara em células trofoblasticas endovasculares, transformando as artérias espirais em
vasos dilatados oriundos da camada muscular, com amplo didmetro. No entanto, esses vasos
de grande diametro sdo obstruidos pela EVT no primeiro trimestre, restringindo assim o fluxo
de sangue oxigenado na placenta em desenvolvimento, como é mostrado na figura 4. Isto
resulta em baixa tensdo de oxigénio no espaco interviloso, o que € essencial para a
embriogénese e organogénese normais. (BURTON; HUNG, 2003).

Figura 4: Remodelagdo das artérias espiraladas. A figura [A] mostra o inicio de uma gestacdo normal, onde o
fluxo sanguineo nédo estd estabelecido. Observa-se a vilosidade ancorada na decidua, iniciando a invasdo de
celulas do trofoblasto extraviloso que se diferenciam em extraviloso intersticial. Com o avango da gestacéo [B]
os trofoblastos extravilosos intersticiais se diferenciam em trofoblasto extraviloso endovascular e se ligam a
parede das arterias espiraladas, aumentando seu diametro e estabelecendo uma circulacéo placentaria de baixa
tensdo de oxigénio.
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Fonte: RED-HORSE et al., 2004.

As circulacgdes fetal e materna estdo separadas por tecidos extra fetais, constituindo a
membrana placentaria. Até aproximadamente 20 semanas, a membrana placentéria consiste
em quatro camadas: sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, tecido conjuntivo das vilosidades
(mesénguima) e endotélio dos capilares fetais. Apos esse periodo, as células do citotrofoblasto

praticamente desaparecem e a membrana placentaria consiste em trés camadas na maioria das
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vilosidades, tornando-se marcadamente mais fina e atenuada (MOORE et al., 2016). Nesses
sitios, o sinciciotrofoblasto entra em contato direto com o endotélio dos capilares fetais para
formar a membrana placentaria vasculo sincicial. Para estabelecer a formacéo das membranas,
os sinciciotrofoblastos se agrupam para formar nos sinciciais, diminuindo a distancia para a
troca gasosa (SCHOOTS et al., 2018).

A placenta atua como uma barreira natural entre as circulagbes sanguinea materna e
fetal, com funcbes endocrinas e de transporte. Essas funcdes a tornam ndo apenas uma
reguladora crucial da nutricdo fetal, das trocas gasosas e tolerancia imunoldgica materna, mas
também alvo de alteragdes metabolicas maternas e/ou fetais associadas a patologias da
gravidez (GAUSTER et al., 2012). Evidéncias recentes mostram que essas intercorréncias na
interface materno-fetal estdo associadas com patologias na vida adulta, dentre elas diabetes
mellitus, doengas cardiovasculares, obesidade, asma e doengas alérgicas (TEDNER et al.,
2012), o que reforga a importancia de estudos dos mecanismos reguladores da interface

materno-fetal.

1.3. Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

O Brasil é 0 quarto pais com maiores taxas de Diabetes Mellitus (DM) na populagédo
adulta, com um total de 14,3 milhdes de pessoas de 20 a 79 anos com DM e gasto anual
estimado em US$ 21,8 bilhdes. As estimativas populacionais de frequéncia de hiperglicemia
na gestacdo no pais sdo conflitantes, porém, estima-se que a prevaléncia do Diabetes Mellitus
Gestacional (DMG), no Sistema Unico de Salde, seja de aproximadamente 18%, utilizando-
se 0s critérios diagnosticos atualmente propostos na literatura (REVISTA FEMINA, 2019;
PEREIRA et al., 2019).

DMG é definido como qualquer grau de intolerancia a glicose diagnosticado no segundo
ou terceiro trimestre da gravidez, sem nenhuma manifestagcdo antes da gestacdo. O aumento
progressivo da resisténcia a insulina na gestacdo e a reducdo da capacidade das células beta
pancredticas de secretar insulina sdo fatores importantes na patogénese da hiperglicemia
materna, de qualquer tipo ou intensidade (ADA, 2021).

Em geral, os riscos especificos do DMG incluem aborto espontaneo, anomalias fetais,
pré-eclampsia, morte fetal, macrossomia, hipoglicemia neonatal, hiperbilirrubinemia e
sindrome da dificuldade respiratoria neonatal, entre outros. Além disso, o diabetes gestacional
pode aumentar o risco de obesidade, hipertensdo e diabetes tipo 2 nos descententes dessas
mées (BOERSCHMANN et al., 2010; ADA, 2021). Por sua vez, essas mulheres também
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apresentam risco aumentado de desenvolver DM futuro, sindrome metabdlica e pré-eclampsia
nas proximas gestacdes (NEGRATO et al., 2008; JOHNS et al., 2018).

DMG estd geralmente associada a hiperglicemia clinica, hiperlipidemia,
hiperinsulinemia e disfuncdo endotelial placentaria. Essas anormalidades levam ao
comprometimento da funcdo endotelial, inflamacdo vascular e hemostasia, que dao origem ao
comprometimento da microcirculacdo, causando anormalidades na fungdo placentéria
(KADIVAR et al., 2020).

1.4, DMG e placenta

A gestacdo é um periodo onde a glicemia é progressivamente aumentada, pois hd uma
resisténcia a insulina materna em decorréncia da acdo dos horménios placentarios
diabetogénicos (lactogénio placentario, progesterona, cortisol e outros) sobre o organismo da
méae (ADA, 2021).

As placentas de gestantes com DMG sofrem alteracBes anatdémicas e fisiologicas
decorrentes da hiperglicemia, destacando as vasculares, apoptose e aumento de marcadores

inflamatorios (Figura 5).

Figura 5: Intercorréncias na placenta relacionadas a hiperglicemia. O DMG, quando ndo tratado, pode levar
a resultados adversos na mae e no recém-nascido (RN). Além das alteracbes no corpo materno e no RN, a
placenta também sofre alteracBes decorrentes da hiperglicemia, como mostram os estudos. Estes indicam uma

resposta da placenta a alteracdo da glicose sanguinea que pode ter consequéncias importantes para o feto.

Altera os padroes

Fator chave que Altera a expressao do VEGF inflamatorios
favorece a apoptose do e receptores favorecendo o sistémicos e
trofoblasto placentario. processo de angiogénese. placentarios.

Fontes: figuras adaptadas das publicacbes acima referidas.
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AlteracGes morfoldgicas e histoldgicas sdo vistas em cerca de 30% das gestantes
diabéticas e parecem estar associada a hiperglicemia (RUDGE et al., 2011). InvestigacGes
morfologicas classicas, da estrutura da placenta, mostraram varios graus de alteracbes no
sincitiotrofoblasto, citotrofoblasto, membrana basal trofoblastica e vasos fetais. Essas
alteracbes dependem do periodo de gestacdo em que o insulto do ambiente diabético
influencia a placenta (KADIVAR et al., 2020). Outras alteragcdes foram relatadas, como o
aumento dos nos sinciciais, a proliferacdo de células citotrofoblasticas, necrose fibrinoide e
fibrose estromal, mostrando imaturidade das vilosidades ou alteracdes em sua ramificacdo
(TARICCO et al., 2009).

Alteracdes no nivel glicemico também foram associadas ao processo de apoptose.
Sgarbosa e colaboradores (2006) estudaram o equilibrio entre apoptose e expressdo da
proteina antiapoptética Bcl-2 na area das vilosidades de placentas a termo, provenientes de
pacientes que apresentavam diferentes distdrbios hiperglicémicos. A incidéncia de células
apoptoticas foi maior nos grupos diabéticos em comparacdo com as mulheres gravidas
normoglicémicas. Além disso, foi encontrada diminuicdo no nimero médio de ceélulas
imunopositivas para Bcl-2 nas vilosidades placentérias, o que sugeriu que a hiperglicemia
pode ser um fator-chave na indugdo do processo de apoptose.

Estudos recentes mostram que o aumento dos niveis de glicose materna, durante a
gravidez, promove aumento dos marcadores de estresse no reticulo endoplasmatico (YUNG et
al., 2016; LORENZON et al., 2020), altera os padroes inflamatorios sistémicos e placentarios
que ocorrem paralelamente a expressao de fatores do inflamassoma e, ainda, o processamento
e secrecdo da citocina pro-inflamatoria interleucina 1 beta - IL-1p (MORELI et al., 2015;
CORREA-SILVA et al., 2018). O predominio do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sobre
interleucina 10 (IL-10), o aumento dos componentes do inflamassoma, niveis elevados de
interleucina 6 (IL-6), da proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP1), da enzima éxido
nitrico sintase induzivel (INOS) e do numero de células de Hofbauer (CD68+) foram
observados em placentas com DMG. A ativacdo do inflamassoma, como uma possivel fonte
de fatores inflamatorios, pode ser um alvo importante a ser considerado no desenvolvimento
da hiperglicemia e na prevencdo de resultados adversos na gravidez (MORELI et al., 2015;
CORREA- SILVA et al., 2018).
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1.5. DMG, inflamagcéo e estresse oxidativo

A inflamagdo é um processo inicial para vérias doencas e parece ter papel causal na
etiologia da DMG devido ao aumento da glicotoxicidade e resisténcia a insulina atribuidas a
algumas moléculas inflamatérias, como a IL-1p (ALENCAR, 2015). No entanto, também
pode ser consequéncia da hiperglicemia decorrente dessa patologia, uma vez que gera um
estado de inflamacéo crénica, caracterizado pela producdo anormal de citocinas e ativacdo de
vias de sinalizacdo relacionadas a inflamagdo (DAHER et al., 2011). Algumas das principais
citocinas envolvidas no processo de desenvolvimento do DMG sdo a adiponectina, leptina,
IL-1B, IL-6 e TNF -a, e seus niveis podem estar aumentados como resultado do estresse
oxidativo e das alteragdes inflamatorias, ambos induzidas pela hiperglicemia (MORELI et al.,
2015; BRINK; VAN DER LELY; VAN DER LINDEN, 2016).

O estresse oxidativo, mediado pela hiperglicemia, induz lesdo no DNA - como sitios
abasicos, quebras de fita simples e quebras de fita dupla - e oxidam suas bases, especialmente
a guanina. (JACKSON; BARTEK 2009; MORELI et al., 2014; BOKHARI; SHARMA 2019).
Para compensar 0s danos que ocorrem ao DNA, as células desenvolveram varios mecanismos
de reparo, em que cada um corrige diferentes tipos de lesdes. Os mecanismos de reparo por
excisdo de nucleotideo (NER), excisdo da base (BER) e o mismatch repair (MMR) sdo os
mais comuns envolvidos na correcdo das lesdes de DNA (SOULIOTIS et al., 2020). Dentre
esses mecanismos, 0 BER € o mais estudado e relacionado aos danos causados pelo estresse
oxidativo, sendo o principal mecanismo envolvido na remocao das lesbes de DNA nuclear e 0
unico mecanismo de reparo existente na mitocondria (Figura 6). Ele é capaz de remover sitios
abasicos, bases oxidadas e quebra de fita simples (JACKSON; BARTEK, 2009; VISNES et
al., 2018).

Inicialmente ocorre o reconhecimento e remocao da base pelas DNA glicosilases (8-
oxoguanina- OGG1). A remogdo da base gera um sitio abasico que é reconhecido pelas AP-
endonucleases (apurinico/apirimidinico endonuclease 1 - APEL), enzimas responsaveis pela
formacdo de uma lacuna apds incisdo em uma das extremidades do sitio abasico. Essa lacuna
pode ser preenchida por uma via curta ou longa. Na via curta a APE-1 interage com a DNA
polimerase  (POL-B), levando a sintese de um Unico nucleotideo, enquanto na via rapida
interage com uma flap endonuclease (FEN-1), que sintetiza uma cadeia de 2 a 10
nucleotideos. Ambos os processos finalizam com a atividade de ligase da DNA ligase
(AGNEZ-LIMA et al., 2012; WHITAKER et al., 2017; VISNES et al., 2018).
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Figura 6. Resposta celular do reparo por excisdo de base (BER). Via do mecanismo de reparo, mostrando as

enzimas responsaveis e seus locais de agdo.
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Fonte: adaptado Liu et al., 2007.

Quando o dano ao DNA excede a capacidade celular de repara-lo, o acumulo de erros
pode sobrecarregar a célula, resultando em apoptose, senescéncia celular ou fixacdo de
mutacdes no genoma (MORELI et al., 2014; MURATA, 2018). A apoptose das células da
placenta foi descrita em gestacdes com diabetes (SGARBOSA et al., 2006), bem como
aumento da inflamacdo (MORELI et al., 2015; CORREA-SILVA et al., 2018) e estresse
oxidativo (MYATT; CUI, 2004).

Investigacdes recentes sugerem que as condicdes hiperglicémicas mediadas pelo DMG
estdo associadas a inflamagdo, levando ao aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que estdo envolvidas nas vias de sinalizacdo celular, contribuindo, por
exemplo, para a invasao do trofoblasto e desenvolvimento vascular na placenta (JAUNIAUX;
POSTON; BURTON, 2006; HOCH et al., 2019). O aumento das EROs pode levar ao estresse
oxidativo que, por sua vez, estimula a geracdo de mediadores inflamatorios (HOCH et al.,
2019). Essa interacdo entre diabetes, estresse oxidativo e inflamacéo é amplamente explorada
como um fator chave nas complicagdes relacionadas a hiperglicemia (Figura 7), incluindo
alteracOes nas fungdes placentarias, bem como alteragdes no desenvolvimento embrionéario e
fetal (SPADA et al., 2014; HOCH et al., 2019 ; BEDELL et al., 2021). Ha evidéncias na
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literatura de que a expressdo nuclear da proteina anti-inflamatéria anexina Al (ANXA1L)
exerce uma fungdo moduladora diretamente relacionada a sobrevivéncia celular em diferentes
modelos experimentais (SU et al., 2010; HIRATA; CORCORAN; HIRATA, 2011; XIA et al.,
2018; SULIMAN et al., 2021).

Figura 7: Consequéncias da hiperglicemia e inflamacédo celular. Ambas as condi¢es podem promover a
formagdo de espécies reativas de oxigénio, levando ao estresse oxidativo, que induz a oxidacdo de proteinas,
peroxidacdo lipidica e danos ao DNA. Tanto as proteinas quanto os lipidios podem ser removidos, mas 0 DNA
precisa ser reparado por mecanismos que podem remover esse dano. Nossa hipdtese é que a proteina ANXA1

pode estar exercendo uma fungdo moduladora diretamente relacionada a sobrevivéncia celular.
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Fonte: adaptado de Moreli et al., 2014.

1.6. Proteina anti-inflamatdria Anexina Al — relacdes com a placenta,
danos ao DNA e resposta celular

A Anexina Al, descrita no final da década de 1970, foi o primeiro membro
caracterizado da superfamilia das anexinas, proteinas que se anexam a membrana
fosfolipidica de maneira dependente de calcio e tém suas propriedades anti-inflamatdrias
reguladas por glicocorticoides, estando envolvida na inibicdo das sinteses de eicosandides e
fosfolipase A2 (PLA2) (FLOWER, 1988; PERRETTI; GAVINS, 2003).

Estruturalmente, apresenta um dominio C-terminal, que consiste em quatro repeti¢oes

de 70 a 80 aminoéacidos, altamente conservado entre as proteinas da superfamilia das
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anexinas, e responsavel pela afinidade ao célcio e ligacdo aos fosfolipidios (MUNN, MUES,
1986). O dominio N- terminal é a sequéncia anti-inflamatdria da proteina, determinante de sua
funcdo e atividade biologica, e contém sitios para a mediacdo de processos pos-traducionais,
tais como fosforilacdo, glicosilacdo e protedlise (RAYNAL, POLLARD, 1994; PERRETTI,
FLOWER, 2004) (Figura 8). O gene da ANXA1 humana est& localizado no cromossomo 9
(9912-21.2) e codifica uma proteina de 37 kDa.

Figura 8: Representacdo esquematica da ANXAL. Estrutura priméria da proteina, com destaque do sitio ativo
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Fonte: RESCHER e GERKE, 2004.

A expressdo da ANXAL vem sendo observada especialmente em células relacionadas
aos processos de defesa como neutrdfilos (OLIANI et al., 2001; STUQUI et al., 2015;
SANCHES et al., 2021), mastdcitos (OLIANI et al., 2008; COSTA et al., 2018; PARISI;
CORREA; GIL, 2019), eosindfilos (OLIANI et al., 2002; NG et al., 2011), monécitos
(SOLITO et al., 2000; BERGSTROM et al., 2017; RIBEIRO et al., 2020) e linfécitos
(D'ACQUISTO; PERRETTI; FLOWER, 2008; HUANG et al., 2016; LIANG; LI, 2021). Esta
proteina também atua como elemento regulatério de diversas funcfes e tipos celulares, tais
como o bloqueio do extravasamento de leucdcitos, inducdo de apoptose, modulacdo da
expressdo e secrecdo de citocinas, ativacdo e regulacdo de mastdcitos, proliferacido e
sinalizagéo celular (GIMENES et al., 2015; SUGIMOTO et al., 2016; DE PAULA-SILVA,
2016; TEIXEIRA et at., 2016; HAN et al., 2020). Além disso, sua agdo protetora anti-
inflamatdria tem sido demonstrada em diversos modelos, como artrite, cancer, transplante
heter6logo de pele, alergia ocular, epilepsia, lesdo pulmonar e insuficiéncia cardiaca
(GAVINS et al., 2007; FACIO et al., 2010; PATEL et al., 2012; LACERDA et al., 2018;
CARDIN et al., 2019; MARMORATO et al., 2019; GIMENES et al., 2019; PRATES et al.,
2020; ADEL et al., 2020; XU et al., 2021). Outras a¢des bioldgicas desta proteina podem ser

observadas na figura abaixo.
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Figura 9: Diversas acBes biolégicas de ANXAL. [A] Inibicdo da atividade da fosfolipase A2 citosélica
(cPLA2) e cicloxigenase 2 (COX-2) com consequente efeito anti-inflamatorio, antipirético e anti-hiperalgésico.
[B] ANXA1 exogena atua sobre seu receptor de formil peptideo (FPR) e lipoxina A4 (FPRL1, também chamado
de ALX ou FPR2), para inibir a adesdo, migragdo celular e desprendimento de células aderentes. [C] Aumento
da expressdo de ANXAL com o tratamento de glicocorticoides e agdo por meio receptor de glicocorticoide (GR),
fato que contribui para sua atividade anti-inflamatoria. Glicocorticoides podem também induzir a fosforilagédo
rapida e translocacdo da ANXAL para membrana celular. [D] ANXAL é recrutada para a superficie celular, liga-
se a fosfatidilserina (PS) e intercede no engolfamento de células apoptoticas. [E] ANXAL pode ser fosforilada
por uma série de quinases para aumentar ou diminuir a proliferacdo. [F] ANXAL pode induzir a apoptose por
meio da indugdo da desfosforilagdo do Promotor De Morte Associado Ao Bcl-2 (BAD), permitindo que BAD
transloque para as mitocdndrias. Outra forma € a translocacdo da ANXAL para o ndcleo, que pode ser inibida

pelo linfoma de células b2 (Bcl-2).
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Fonte: adaptada de LIM e PERVAIZ, 2007.

A deficiéncia de ANXA1l também pode contribuir para etiologia de doencas
inflamatorias (KOSICKA et al., 2013). Este estudo demonstrou que a concentracdo de
ANXAL estd correlacionada inversamente com o indice de massa corporea, percentual de
gordura corporal total, relacdo cintura-quadril, niveis plasmaticos de proteina C reativa e
leptina em seres humanos. Os resultados demonstram falha no sistema anti-inflamatério
enddgeno para responder a crescente inflamacéo sistémica resultante da expansdo do tecido
adiposo, uma condigcdo fortemente associada ao desenvolvimento do diabete mellitus e das
doencgas cardiovasculares, sugerindo que a reducdo na ANXAL plasmatica contribui para o
fendtipo de inflamacdo cronica observado na obesidade humana (KOSICKA et al., 2013).

Inicialmente, altos niveis de expressdo de ANXAL foram descritos no tecido uterino
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humano, durante a gestacao e no fluido seminal (SUN; LI1U; GIBB, 1996), enquanto no amnio
e na placenta foram encontrados baixos niveis dessa proteina (MYATT; HIRTH; EVERSON,
1992). Placentas a termo de gestagdes normais apresentam maior expressdo de ANXAL
quando comparadas as placentas de gestacdes de risco, como a Diabete Mellitus Gestacional
(DMG), que apresentam niveis mais baixos da proteina e alto nivel de citocinas inflamatorias
(SHEIKH, SOLITO, 2018).

Recentemente, Hebeda e colaboradores (2020) sugeriram que a ANXALl pode
desempenhar um papel crucial na fase de implantacéo do blastocisto. O estudo observou que a
proteina controla a inflamacdo que mantém o microambiente ideal para a implantacdo, e
interage com os receptores de formil peptideo (FPR) induzindo a sinalizacdo necessaria para
ativar quinases e modular o citoesqueleto epitelial. Além disso, 0s pesquisadores
identificaram que a ANXA1 também esta relacionada com a interacdo dindmica entre o
epitélio uterino e o endotélio, crucial para a implantagdo do embrido, posterior decidualizacdo
e, consequentemente, gravidez bem-sucedida. Estudos do nosso grupo de pesquisa mostram
que, na placenta, a proteina ANXA1 foi relacionada a reducdo da infeccdo por Toxoplasma
gondii (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2018) e ao aumento da inflamacdo e
desorganizac&o tecidual na presenca de Zika virus (MOLAS et al., 2020).

Investigacbes mostram que a ANXAL é encontrada na membrana plasmética, no
citoplasma e nucleo (OLIANI et al., 2001; MUSSUNOOR & MURRAY, 2008). A presenca
dessa proteina no compartimento nuclear foi relacionada com o desenvolvimento tumoral, e
sua translocacdo do citoplasma para o nucleo ocorre em resposta a danos no DNA, estimulos
proliferativos e associados a fosforilacio (BOUDHRAA et al., 2016). A retencdo nuclear da
ANXAL por mutagdes, em sitios especificos no sinal de exportacdo nuclear, resulta na
diminuicdo da proliferacdo celular (ALVES et al., 2008).

Choi e colaboradores (2012) desenvolveram uma andlise de rede integrativa para
identificar proteinas que respondam ao inibidor de serina/treonina quinase (ATM), proteina
com papel central na cascata de sinalizacdo de danos no DNA, e as interacdes fisicas com
proteinas de reparo de DNA. Interessantemente, a analise identificou 53BP1 e ANXA1 como
fortes candidatos. Complementando esses resultados, os autores demonstraram que linhagens
celulares que ndo expressam a proteina ANXAL sdo mais sensiveis aos danos ao DNA
causados pela radiacéo ionizante.

Falhas no sistema celular em condigdes adversas prejudicam a funcéo celular e,
durante a gravidez, podem estar relacionadas a desfechos desfavoraveis para o recem-nascido.

Analisando as diversas atividades bioldgicas descritas para ANXAL, especialmente no
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controle da proliferacdo, apoptose e inflamagéo, investigar o papel da ANXAL na biologia do
trofoblasto e modulacdo de alguns marcadores relacionados a sobrevivéncia dessas células é
de extrema relevancia para a compreensdao do desenvolvimento placentario normal e em
doengas gestacionais como DMG. Aqui, nds avaliamos o papel potencial de ANXAL na
sobrevivéncia de células da placenta de mulheres gravidas com DMG e reforcamos nossos

achados em modelo animal de camundongos AnxALl -/-.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo do estudo foi investigar o impacto do DMG na morfofisiologia placentaria e
avaliar a potencial agdo da ANXA1 nuclear na modulacdo de marcadores relacionados com a

sobrevivéncia celular.

2.2. Objetivos especificos

Investigar, nas vilosidades placentarias de gestantes ndo diabéticas (ND) e portadoras de
DMG, os seguintes processos:

v" Dados clinicos maternos e do recém nascido;
Histopatologia;

v
v" Imunolocalizacdo de células trofoblasticas;
v' Expressdo e quantificacdo de ANXAL nuclear e citoplasmatica;

v' Expressdo e quantificacdo dos danos oxidativos e de dupla quebra das fitas de
DNA;

v Expressdo e quantificagdo das enzimas envolvidas na via de reparo por excisao de
base;
v" Morte celular por apoptose.

Avaliar, por imuno-histoquimica, placentas de camundongos WT e Anxal-/-, no que diz
respeito a expressdo dos danos e reparo de DNA, e apoptose, com o0 objetivo de consolidar 0s
resultados obtidos nas placentas humanas.
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3. MATERIAIS EMETODOS

3.1. Placentas humanas

3.1.1. Caracterizacdo da populacéo e selecdo das amostras

Este estudo transversal incluiu amostras de placenta de gestantes obtidas no Servico de
Diabetes e Gestantes da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP, Brasil, aprovadas pelo
Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Botucatu/Unesp (359/08 — ANEXO 1) e
Universidade Federal de S&o Paulo, Hospital S&o Paulo - Unifesp-HSP (CAAE:
48609715.0.0000.5505 — ANEXO 2) . O termo de consentimento informado por escrito foi
obtido de todos os sujeitos da pesquisa, de acordo com os principios da Declaracdo de
Helsinque. O diagnostico de DMG foi realizado pelo teste de tolerancia a glicose de 75 g (75
g-GTT), recomendado pela American Diabetes Association (ADA, 2020), entre a 24? e 282
semanas de gestagao.

Um total de 12 amostras de placenta foram utilizadas neste estudo (n=6/grupo); nédo
diabético (ND; normal 76g-GTT) e DMG (75g-GTT anormal). A caracterizagdo da populagio
de gestantes incluiu dados de idade, indice de massa corporal (IMC) no terceiro trimestre da
gestacdo, ganho de peso durante a gestacdo, idade gestacional no parto, média glicémica
(GM) e niveis de hemoglobina glicada (HbAlc). O GM foi calculado a partir da média
aritmética dos niveis de glicose plasmatica medidos em todos os perfis de glicose realizados
durante o tratamento (dieta ou dieta + insulina). Os niveis de glicose plasmatica foram
medidos pelo método da oxidase (Glucose Analyzer Il Beckman, Fullerton, CA, EUA) e 0s
niveis de HbAlc por cromatografia (cromatografia liquida de alta performance - D10 ™
Hemoglobin Testing System, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). O peso placentario

e fetal também foram incluidos.

3.1.2.  Critérios de incluséo

a) ser classificada nos grupos definidos no delineamento do estudo;

b) ter idade gestacional maxima de entrada no protocolo de tratamento de 30
semanas para as portadoras de DMG,;

C) realizar assisténcia pré-natal no Servico da Faculdade de Medicina de
Botucatu;

d) assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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3.1.3. Critérios de excluséo

a) tabagistas;

b) etilistas;

c) usudrias de drogas ilicitas;

d) malformacao fetal;

e) gravidez gemelar;

f) gestante em trabalho de parto.

3.1.4. Coleta das amostras do tecido placentario

Imediatamente apds o parto, os cotilédones placentarios da zona medial placentaria
foram coletados e a membrana amniocoridnica retirada. Em seguida, os mesmos foram
lavados com solucdo salina gelada. O excesso de liquido foi retirado com papel absorvente e,
entdo, as por¢des materna e fetal foram dissecadas, fixadas ou congeladas para as analises do

estudo. Os cotilédones com areas necroticas, hemorragicas ou calcificadas foram excluidos.

3.1.5. Processamento Histoldgico

Fragmentos de placentas, previamente coletados, foram fixados em paraformaldeido
tamponado a 4%, por 24 horas em temperatura ambiente, desidratados em uma série crescente
de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina (Merck, Darmstadt, Gemany). Cortes
de 3um deste material foram obtidos pelo microtomo (Leica RM2265) do Laboratério de
Imunomorfologia, IBILCE-UNESP, para avaliacbes histologicas (coloragdo Hematoxilina-

Eosina) e imuno-histoquimicas.

3.1.6.  Imuno-histoquimicas

Os fragmentos placentarios foram analisados para ANXAL, citoqueratina 7, marcador
de dano oxidativo ao DNA (8 hidroxiguanosina), quebras de fita dupla de DNA (gama
H2AX), enzimas de reparo de DNA (APE-1 e OGG1) e caspase-3 (Tabela 1). As amostras
foram processadas em laminas previamente silanizadas e, em seguida: (a) desparafinizadas e
hidratadas em &gua por 5 minutos; (b) incubadas no banho maria em solucéo tampéo citrato,
pH 6,0, por 20 minutos a 96° C , para a recuperagdo antigénica; (c) lavadas em tampéo tris-
buffered saline (TBS) e deixadas em solugdo com peroxido de hidrogénio por 30 minutos (trés
lavagens de 10 minutos) para o blogueio de peroxidase enddgena; (d) lavadas com TBS por
15 minutos (trés lavagens de 5 minutos cada); (e) incubadas em solugdo de BSA a 10% em

TBS, por 2 horas, a temperatura ambiente; (f) incubadas em camara Umida a 37°C, com 0s
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anticorpos primarios diluidos em BSA; (g) lavadas com TBS por 15 minutos (trés lavagens de
5 minutos cada); (h) incubadas com o anticorpo secundario por 1 hora; (i) lavadas com TBS
por 15 minutos (trés lavagens de 5 minutos cada); (j) incubadas em substrato
diaminobenzidina (DAB) por 2 minutos a temperatura ambiente, no escuro, para revelacdo
(Kit DAB+CHROMOGEN DAKO); (k) lavadas em &gua destilada, contracoradas com
Hematoxilina e montadas em laminas com Entelan (Merck). Um total de 10 campos (40x) por
amostra de placenta foram analisados. A intensidade da ANXAZ1 citoplasmatica no trofoblasto
viloso foi medida por densitometria. No total, 103 pontos aleatorios de cada placenta foram
usados para andlise densitométrica em uma escala arbitraria de 0 a 255. Nucleos celulares
positivos para ANXAL, 8 hidroxiguanosina, YH2AX, OGG1 e APE- foram contados, assim
como células positivas para caspase-3 clivada. A area das vilosidades foi quantificada pelo
software Image J (NIH, Maryland, EUA) em todos os campos e calculada a razdo entre o
namero de células positivas (Caspase 3) ou nucleos positivos por area vilosa. Todas as
analises foram conduzidas no microscopio Axioskop 2-Mot Plus (Carl Zeiss, Jena,

Alemanha), usando o software AxioVision.

Tabela 1. Anticorpos para as reacdes imuno-histoquimicas ou ensaio de Western Blot em
placentas humanas.

Proteina Anticorpo Diluicéo Empresa
Anexina Al Anti ANXAL1 - coelho 1:4000 Invitrogen
Caspase3 Anti-Caspase3 - coelho 1:100 Cell Signaling
APE-1 Anti-APE-1 - coelho 1:100 Novus Biologicals
8-Hidroxiguanosina Anti-8 Hidroxiguanosina - 1:100 Abcam
camundongo
Citoqueratina-7 Anti- citoqueratina7- camundongo 1:250 Dako
YH2AX Anti- yYH2Ax - coelho 1:800 Novus Biologicals
0GG-1 Anti-OGGL1 - coelho 1:100 Novus Biologicals

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.7. Obtencao do homogenato placentario

Fragmentos de tecido placentario humano congelado foram transferidos para tubos de
propileno contendo tampdo de lise (Merck, Darmstadt, Alemanha) e um coquetel de
inibidores de protease (comprimidos de coquetel de inibidor de protease sem EDTA, Roche,

Suica). As amostras de placenta foram homogeneizadas usando um homogeneizador elétrico
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em gelo. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados a 12.000rpm por 15min a 4 °
C. A concentracdo de proteina no sobrenadante foi medida usando um ensaio de proteina
BCA (Pierce TM BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, EUA), e as amostras

armazenadas em freezer a -80 ° C para ensaio de Western blot.

3.1.8.  Western blot para ANXA1

A mesma quantidade de proteina total foi usada em todos os grupos. As proteinas foram
separadas eletroforeticamente usando SDS-PAGE 15%, antes de serem transferidas para uma
membrana de nitrocelulose de 0,45 pum (Millipore, Massachussetts, EUA). A transferéncia foi
confirmada pela coloragdo das membranas com solugdo Ponceau S a 10% (Sigma Aldrich,
Missouri, EUA). As membranas transferidas foram bloqueadas com TBS-T-leite 3% por 1h e
lavadas 3 vezes com tampdo TBS. Em seguida, foram incubadas a 4° C com anti-Bactina
(1:2000; Novus Biologicals, Centennial, EUA) e anti-ANXAL (1:5000; Invitrogen, Califérnia,
EUA) em TBS-T-leite 3% durante a noite e lavado 3 vezes com tampdo TBS. As membranas
foram expostas a anticorpo conjugado com peroxidase de rabano (1:1000, Abcam,
Cambridge, UK) em leite TBS-T a 3% por 1 h e lavadas 3 vezes com tampdo TBS. Bandas
imunorreativas  (atividade da peroxidase) foram detectadas pelo método de
quimioluminescéncia aprimorada (ECL), visualizado em filme fotografico Hyperfilme. A
analise quantitativa de ANXA1 foi medida por densitometria com o software Image J (NIH,

Maryland, EUA). A B-actina foi usada como controle enddgeno.

3.2. Animais

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laborat6rio de Imunomorfologia,
IBILCE-UNESP, Séao José do Rio Preto e, em colaboracdo com a Profa. Dra. Sandra Helena
Poliselli Farsky, coordenadora do Laboratério de Toxicologia Celular e Molecular, Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, USP, Sao Paulo. O presente estudo foi aprovado e conduzido de
acordo com as normas do Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (Protocolo 521 — ANEXO 3)

Camundongos BALB/c de 5-6 semanas de idade, machos e fémeas do tipo selvagem
(WT) e Anxal -/- foram mantidos e reproduzidos no biotério da Escola de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (Brasil). Comida (Nuvilab) e agua estavam
disponiveis ad libitum (sem dieta hiperglicémica). Todos os animais foram alojados em uma
sala com temperatura controlada (22-25 ° C e 70% de umidade) com um ciclo de luz escura

de 12 horas. As fémeas foram colocadas em gaiolas durante a noite com machos (3:1), e 0
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acasalamento bem-sucedido foi verificado na manhd seguinte pela presenca de tampéo
vaginal (dia 0,5 de gravidez). No dia 18 de gravidez, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical ou foram anestesiados com xilazina e cetamina (7 mg / kg e 77 mg /
kg, respectivamente; ip; Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil) para a coleta de amostras de placenta
(seis de cada grupo: WT e Anxal -/-), de acordo com Hebeda e colaboradores (2018). As
placentas foram processadas para incluséo em parafina, coloragdo por Hematoxilina-Eosina e
analises imuno-histoquimicas, conforme descrito nas placentas humanas (itens 2.1.3 e 2.1.4),

nas seguintes diluicdes:

Tabela 2. Anticorpos para as reagdes imuno-histoquimicas em placentas de camundongos
WT e Anxal -/-.

Proteina Anticorpo Diluicéo Empresa
Caspase3 Anti-Caspase3 - coelho 1:100 Cell Signaling
APE-1 Anti-APE-1 - coelho 1:50 Novus Biologicals
8-Hidroxiguanosina Anti-8 Hidroxiguanosina - 1:100 Abcam
camundongo
YH2AX Anti- yYH2Ax - coelho 1:400 Novus Biologicals
0OGG-1 Anti-OGGL1 - coelho 1:100 Novus Biologicals

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3. Anélises estatisticas

Os dados citados aqui sdo apresentados como média * desvio padrdo (DP).
Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para determinar se
a distribuicdo dos dados era paramétrica ou ndo paramétrica. Em seguida, as diferencas entre
os grupos foram avaliadas por teste t de Student. As analises foram realizadas no software

GraphPad, versdo 6.0, considerando o limite de significancia estatistica de 95% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Dados clinicos maternos e perinatais

As gestantes do grupo DMG, embora tratadas com uma combinacdo de insulina e dieta,
apresentaram aumento dos niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) quando comparadas ao
grupo ND (Tabela 3). Entretanto, os valores estdo dentro do preconizado pela ADA (2020),
ou seja, hiperglicemia controlada. Ainda, os recém-nascidos do grupo DMG, apresentaram

maior peso ao nascimento.

Tabela 3. Dados clinicos maternos e do recém nascido

ND (n = 6) DMG (n =6)
Idade materna (anos) 30,85 +6,11 29,43 + 5,36
IMC (Kg/m?) 34,88 + 8,44 38,05 + 4,37
Ganho de peso (Kg) 12,83 + 7,50 12,34 + 6,94
Idade Gestacional (semanas) 38,88 + 7,82 38,50 + 9,50
HbAlc (%) 5,36 + 0,63 6,32 +0,82*

Peso Placenta (g) 623,10 + 78,38 632,5+ 179,80

Peso RN (9) 3062,00 + 276,60 3540,00 + 574,50*

ND néo diabético; DMG diabete melito gestacional, IMC: indice de massa corporal do terceiro trimestre de
gestacdo; ldade gestacional no parto; HbAlc: Hemoglobina glicada do terceiro trimestre e Peso do recém-
nascido (RN). Dados apresentados em média + desvio padrdo.*p<0,05.

Fonte: elaborado pelo autor.

4.2. Identificacdo histopatoldgica da placenta humana

Nas condicdes controle (Figuras 10A e C) e DMG (Figuras 10B e D), identificamos os
diferentes componentes dos vilos coriénicos. Nas vilosidades foi possivel observar os nés
sinciciais e 0 estroma rico em vasos sanguineos fetais, além de outras células do tecido
conjuntivo.

Nos vilos placentarios do grupo DMG, ocorreu aumento dos nos sinciciais e depdsitos
de fibrina ao longo das vilosidades. Ainda, alteragdes na integridade do trofoblasto,
caracterizadas pela desorganizacdo e destacamento dessas células, quando comparadas com o
grupo ND. A imunomarcacdo com citoqueratina-7 foi utilizada para identificar as células do

trofoblasto viloso (Figuras 10G e H).
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Figura 10. Histopatologia e imunomarcacéo do trofoblasto em placentas de gestantes nédo diabéticas (ND)
e diabéticas gestacionais (DMG). Caracterizagdo dos vilos placentarios nos grupos ND [A, C, E] e DMG [B, D,
F]. Inserts destacam sinciciotrofoblasto [A] e n6 sincicial [B]. Em DMG ocorreu predominio de nos sinciciais
(cabegas de seta preta) e regides de depdsitos de fibrina (asteriscos pretos). Presenca de vasos sanguineos
(cabegas de seta brancas) nas placentas ND [C] e DMG [D], com predominio de capilares e desorganizacao de
células trofoblasticas (seta) nos vilos do grupo DMG. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barras: [A, B] 50 pm;
[C, D] 20 um . Imunomarcagdo com citoqueratina7 identifica trofoblasto viloso [E, F]. Contra-coloragdo:

Hematoxilina. Barras: 20 um. (n=6 placentas/grupo).

HE

Citoqueratina 7

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3. DMG modula a expressao de ANXAL em placentas humanas

As analises da expressdo proteica por reacdes imuno-histoquimicas e Western blot
foram realizadas com o objetivo de verificar se a presenca do DMG € capaz de modular a
expressdo placentaria da ANXAL.
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Nossas observacdes mostram que a proteina ANXAL é expressa no ndcleo e citoplasma
do sinciciotrofoblasto nas placentas dos grupos ND e DMG (Figura 11). No entanto, ocorreu
reducdo na sua expressdo no sinciciotrofoblasto do grupo DMG, confirmada pelo menor
numero de nucleos positivos e densitometria citoplasmatica (Figuras 11F e G). A proteina
também foi detectada em células de Hofbauer e neutrdéfilos fetais no interior dos capilares dos
vilos. A quantificacdo da expressdo proteica da ANXAL1 no homogenato placentério por
Western blot (Figura 11H, I) confirma os resultados observados nas reacfes de imuno-

histoquimica.

Figura 11: Expressdo proteica da ANXAL nos vilos placentarios. Imunorreatividade para ANXA1 detectada
principalmente no nicleo (setas) e citoplasma (asteriscos) do sinciciotrofoblasto de placentas ND [A] e DMG
[B]. Detalhes da expressdo de ANXAL nas células de Hofbauer [C] e neutréfilo fetal [D] no grupo DMG.
Auséncia de imunorreatividade no controle da reacdo [E]. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Barras: [A-
D]: 20 pm. Quantificacdo: ndmero de nucleos marcados por area (10.000p2) para ANXAL [F] e densitometria
citoplasmética [G]. Representativo de Western blot ilustrando a expressdo de ANXAL em ND e DMG [H]. A
intensidade relativa da banda foi normalizada com a beta actina [I]. Dados apresentados em média e desvio

padrdo. *p<0,05; **p<0,01. (n=5 placentas/grupo).
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4.4. Expressdo dos marcadores de dano ao DNA em placentas DMG

Para investigar se a presenga do DMG esté relacionada a danos ao DNA na placenta foi
realizada analises imuno-histoquimicas para deteccdo dos danos oxidativo, 8-
hidroxoguanosina (Figura 12A e B), e de dupla quebra na fita de DNA, yYH2AX (Figura 12C e
D). Os vilos placentarios das gestantes portadoras de DMG apresentaram aumento desses
danos no sinciciciotrofoblasto e nas células do estroma, quando comparadas com ND, dados

confirmados pela quantificacdo dos nucleos marcados por area (Figura 12F e G).

Figura 12: Expressdo dos marcadores de dano oxidativo (8-hidroxoguanosina) e dupla quebra de DNA
(YH2AX) nas vilosidades placentarias humanas. Imunorreatividade para 8-hidroxoguanosina [A, B] e YH2AX
[C, D] nos nicleos (setas) de células trofoblasticas e mesenquimais em ND e DMG. Detalhes mostrando
imunorreatividade nos nlcleos. Auséncia de imunorreatividade no controle das reagbes [E]. Contra-coloragdo:
Hematoxilina de Harris. Barras: 20 um. Quantificagdo: nimero de ndcleos marcados por area (10.000p2) para 8-
hidroxoguanosina [F] e YH2AX [G]. Dados apresentados como média e desvio padrdo. ***p<0,001. (n=6

placentas/grupo).
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4.5. Expressdo dos marcadores de resposta ao dano oxidativo e apoptose em
placentas DMG

A expressdo nuclear das enzimas de reparo da via BER, OGG-1 e APE-1, foi analisada
em placentas humanas com o objetivo de avaliar a resposta das células vilosas placentarias ao
aumento do dano oxidativo no DNA. As enzimas foram expressas no sinciciotrofoblasto e nas
células mesenquimais dos grupos ND e DMG (Figura 13 A - D), embora com reducdo da
expressao nuclear em DMG (Figura 13 H e I). Como consequéncia dessa reducdo, placentas
do grupo DMG apresentaram aumento da reatividade para caspase 3 clivada (Figura 13 J),

evidenciando aumento da apoptose no sinciciotrofoblasto e estroma viloso.

Figura 13. Expressdo das enzimas de reparo de DNA (OGG-1 e APE-1) e do marcador de apoptose
(caspase3 clivada) nas células dos vilos placentarios. Imunorreatividade para OGG-1 [A, B], APE-1 [C, D] e
caspase-3 clivada [E, F] nos nicleos (setas e detalhes) das células do sinciciotrofoblasto e estroma viloso, em
gestantes ND e DMG. Auséncia de imunorreatividade no controle das reacdes [G]. NUmero de nucleos marcados
por area (10.000u2) para OGG-1 [H] e APE-1 [I] e caspase-3 clivada [J]. Contra-coloragdo: Hematoxilina de
Harris. Barras: 20 um. Dados apresentados em média e desvio padrdo. *** p < 0,001. (n=5 placentas/grupo).
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4.6. ANXA1 modula a expressdo dos marcadores de danos ao DNA e a resposta
celular placentaria em camundongos Anxal -/-

Para investigar a resposta celular placentaria na auséncia de ANXAL foram realizadas
analises imuno-histoquimicas para danos e reparo de DNA, nas regides do labirinto e zona
juncional, comparando camundongos WT e Anxal -/-, com o0 objetivo de consolidar os
resultados obtidos nas placentas DMG. As placentas de camundongos Anxal -/- apresentaram
aumento dos danos 8-hidroxoguanosina ¢ YH2AX (Figura 14), bem como reducdo das
enzimas da via BER, OGG-1 e APE-1 (Figura 15). O processo de apoptose também foi
avaliado nessas placentas (Figura 16) e os resultados mostram aumento da reatividade para

caspase3 clivada no grupo Anxal -/- em relacdo ao WT.

Figura 14. Expressdo dos marcadores de danos ao DNA em placentas de camundongo. Imunorreatividade
para 8-hidroxiguanosina [A - D] e YH2AX [E - H], nos nucleos celulares (setas) da zona juncional e labirinto de
secOes placentarias de animais WT e Anxal -/-. Auséncia de imunorreatividade nos controles das reacgdes [I].
Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris. Barras: 20 um. Analises quantitativas de nucleos positivos para 8-
hidroxiguanosina na zona juncional [J] e labirinto [K], e YH2AX — zona juncional [L] e labirinto [M], em 63,2

H2. * p <0,05; ** p <0,01.
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Figura 15. Expressdo dos marcadores de reparo de DNA (BER) em placentas de camundongo.
Imunorreatividade para OGG-1 [A - D] e APE-1 [E - H], nos nucleos das células da zona juncional e labirinto.
Detalhes mostrando nicleos positivos. Auséncia de imunorreatividade no controle das reages [l]. Contra-
coloracdo: Hematoxilina de Harris. Barras: 20 um. Analises quantitativas de nicleos positivos para OGG-1 na
zona juncional [J] e labirinto [K], e APE-1 — zona juncional [L] e labirinto [M], em 63.2 p?. Dados apresentados
em média e desvio padrdo. *p<0.05; p <0,01; ***p<0.001 (n=6 placentas/grupo).
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Figura 16. Apoptose em camundongos. Imunorreatividade para caspase 3 clivada na zona juncional [A, B] e
labirinto [C, D] de se¢des de placentas de animais WT e Anxal -/-. Setas e detalhe mostram células positivas
para caspase-3. Auséncia de imunorreatividade em controles de reacdo [E]. Analises quantitativas de células

positivas em 63,2 2 [F, G]. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. Barras: 20 um. ** p <0,01.
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5. DISCUSSAO

Investigacdes sobre os mecanismos relacionados com a fisiopatologia placentaria séo de
fundamental importancia e auxiliam no entendimento de complicacbes que podem
comprometer a gestacdo e salde embrio/fetal (BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN,
2006; KNOFLER et al., 2019). Na presente investigagdo, avaliando as placentas de gestantes
portadoras de Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) e gestantes ndo diabéticas (ND),
observamos que 0 DMG reduz a expressdo da ANXAL nuclear e enzimas de reparo de DNA
e, ainda, aumenta os danos ao DNA e morte celular nas células fetais da placenta. O uso dos
camundongos knockout para AnxAl forneceu resultados semelhantes aos observados em
placentas humanas DMG, confirmando o papel da proteina ANXAL na resposta celular a
esses danos de DNA em células placentarias.

Dados da literatura indicam que a hiperglicemia materna esta associada com aumento
dos niveis de HbAlc (ADA, 2020). Nossos dados clinicos revelam que gestantes do grupo
DMG, embora tratadas com a combinacdo de insulina e dieta, apresentaram aumento dos
niveis de HbAlc quando comparados ao controle ND, corroborando estudo de Renz e
colaboradores (2015). O aporte exagerado de glicose da mae para o feto resulta em aumento
da producdo de insulina fetal. Classicamente, a glicose é o substrato (KNOPP et al., 1970) e a
insulina 0 hormdnio de crescimento do feto (NAEYE, 1965). Nossos resultados confirmam os
observados na literatura, sugerindo que a presenca da DMG, mesmo com o tratamento
adequado, esta relacionado com aumento do peso observado nos recém-nascidos.

O grau de tolerancia a glicose materna nao influencia apenas os aspectos clinicos.
AlteracGes na morfologia e fisiologia placentérias parece ser um fator comum a todos os tipos
de desordens hiperglicémicas, incluindo DMG, com prejuizo no transporte de nutrientes e
oxigénio ao feto (ALENCAR, 2015). Histologicamente, nossos resultados qualitativos
mostram que as vilosidades placentarias do grupo DMG apresentam alteragdes estruturais no
trofoblasto, aumento de celularizacdo e capilarizacdo, além de maior predominio de nos
sinciciais e depositos de fibrina, refor¢cando os dados descritos na literatura (TARICCO et al.,
2009; EL SAWY et al.,, 2018). Calderon e colaboradores (2007) realizaram analises
morfometricas de placentas expostas a diversos niveis de hiperglicemia mostrando que, em
gestantes DMG e portadoras de diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ou 2 (DM2), o tamanho, o
namero e a area total das vilosidades terminais eram semelhantes as placentas controle. No
entanto, o indice de capilarizagdo foi menor nas portadoras de DM1 e DM2 e intermediario no

grupo DMG, demonstrando que a alteracéo na capilarizacdo do vilo é proporcional no nivel
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glicémico materno.

Placentas de gestantes DMG apresentam, ainda, outros processos que culminam em
prejuizo funcional ao Orgdo e, consequentemente, ao feto, como estresse de reticulo
endoplasmatico, inflamacdo e apoptose (SGARBOSA et al., 2006; MORELI et al., 2015;
CORREA-SILVA et al., 2018; LORENZON et al., 2020). Varios pesquisadores, incluindo
nosso grupo de pesquisa, tém demonstrado a acdo da ANXAL1 em diferentes modelos de
inflamacédo, incluindo doencas inflamatorias crénicas, como a diabetes e obesidade
(HEADLAND et al., 2015; MORELI et al., 2015; DE PAULA-SILVA et al., 2016; MOLAS
et al., 2017; LACERDA et al., 2018). Nossas analises com placentas DMG mostram ANXA1
expressa no nucleo e citoplasma do sinciciotrofoblasto, como descrito anteriormente por SUN
e colaboradores (1996). Essa expressdo € reduzida nas placentas de gestantes DMG, dados
confirmados pela quantificacdo da imuno-histoquimica e no homogenato placentario por
Western blot.

Um papel central no desenvolvimento fetal de gestacoes complicadas pela DMG pode
ser atribuido a inflamacé&o do tecido placentario (ALENCAR, 2015). Neste sentido, avaliar 0s
resultados obtidos em placentas humanas e de animais Anxal -/- p6de elucidar o papel dessa
proteina, classicamente anti-inflamatéria, no contexto gestacional. Camundongos Anxal -/-
exibem uma resposta inflamatéria exagerada, caracterizada por aumento na migracdo de
leucdcitos e geracdo de IL-1p, e resisténcia parcial ou completa aos efeitos anti-inflamatorios
dos glicocorticoides (ROVIEZZO et al., 2002). Em estudo relacionado com inflamagdes
crbnica e aguda foi observado um fenétipo inflamatério mais severo em camundongos Anxal
-/-, quando comparados aos controles WT (PATEL et al., 2012). Resultado semelhante foi
encontrado em modelos de DM1 e 2, onde a deficiéncia dessa proteina em camundongos
Anxal -/-, alimentados com dieta rica em gordura, desenvolveu um fenétipo diabético mais
grave, caracterizado por niveis elevados de glicose no sangue, niveis elevados de insulina e
aumento no OGTT (PURVIS et al.,, 2019). Esses resultados sugerem que o aumento da
ANXAL circulante € um mecanismo compensatério para proteger os tecidos dos efeitos
deletérios da hiperglicemia, e pode estar limitando o desenvolvimento da hiperglicemia de
maneira independente de insulina.

A proteina ANXAL, além de mediar o processo inflamatorio, esta envolvida em
importantes implicacOes fisiopatoldgicas, incluindo proliferagdo celular, diferenciacao,
apoptose e, muito desses processos estdo relacionados com a resposta aos danos no DNA
(SWA et al,, 2012; VAGO et al., 2012; HAN et al., 2014). A localizagdo nuclear dessa

proteina tem sido pouco estudada e os resultados mostram que sua translocacéo para o nucleo
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é promovida, dentre outras causas, pelo estresse oxidativo e outros agentes indutores de dano
ao DNA (RHEE et al., 2000; HIRATA et al., 2014; PARK; LIM; BAEK, 2015). Nossos
resultados obtidos de danos ao DNA em placentas humanas mostram aumento na expressao
dos marcadores de dano oxidativo (8- hidroxoguanosina) e dupla quebra (YH2AX) da fita de
DNA no sinciciotrofoblasto e nas células mesenquimais, onde a expressdo de ANXAL nuclear
é reduzida. Paralelamente, placentas de camundongos Anxal -/- exibiram 0s mesmos
resultados relacionados ao aumento de danos de DNA em células localizadas nas zonas
juncional e labirinto. De acordo com SWA e colaboradores (2012), na auséncia de AnxAl,
camundongos Anxal -/- demostraram maior acimulo de danos em relagdo aos WT, com
resposta prejudicada a danos oxidativos, em células epiteliais da glandula mamaria normal. A
literatura indica que a quantificacdo da histona H2AX fosforilada (H2AX) corresponde a
quebra dupla de DNA (MAH; EL-OSTA; KARAGIANNIS, 2010), e que a guanina oxidada
(8-oxo0dG) possui grande importancia bioldgica, pois € uma lesdo mutagénica que induz as
transversdes da guanina para timina (MORELI et al., 2016; MARKKANEN, 2017), fato que
demonstra a importancia das analises desses marcadores de danos ao DNA.

Para sobreviver e manter a integridade do genoma, 0s organismos possuem mecanismos
de reparo de DNA que atuam de forma eficaz para remoc¢do dessas lesdes (FRIEDBERG,
2003; BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006). Neste aspecto, nossos resultados indicaram
que a placenta humana responde a DMG, com aumento dos danos oxidativos ao DNA e
reducao da expressao das enzimas de reparo da via BER, OGG-1 e APE- 1. Estes dados foram
confirmados nas placentas dos animais Anxal -/-, assim podemos propor o possivel
envolvimento da proteina ANXAL nessa resposta celular placentaria. Investigacdes anteriores,
envolvendo danos de DNA e resposta celular, indicam que em células mononucleares do
sangue periférico de gestantes com DMG, as enzimas da via BER foram reguladas
negativamente, enquanto o dano ao DNA e o0s parametros de estresse oxidativo se
acumulavam (MORELI et al., 2016). Diferentemente, os descendentes dessas gestantes
apresentaram aumento da expressdo dessas enzimas, com consequente prevencdo dos danos
ao DNA e morte celular (MORELI et al., 2014; MORELI et al., 2016).

Estudos quantitativos de protedmica indicam que a ANXAL desempenha um papel
potencial na resposta aos danos causados no DNA (SU et al., 2010). Anélises de
bioinformaética, de proteinas reguladas negativamente pela ANXAL, revelaram que ela esta
potencialmente implicada na resposta a danos no DNA pois, quando associada a Yapl
(proteina regulada no cluster da via de resposta ao dano ao DNA), a superexpressdo de

ANXAL resgata a resposta proliferativa em células epiteliais da glandula mamaria de



44

camundongos Anxal -/- expostos ao dano oxidativo (SWA et al., 2012).

Quando o tipo e a quantidade de danos superam a capacidade de reparo das células,
pode ser observado a consequéncia dos danos nao reparados por acumulo de mutagdes no
genoma ou, ainda, por morte celular (COSTA et al., 2003; HUBLAROVA et al., 2010). De
fato, nossa investigagcdo mostra que as placentas de gestantes com DMG apresentam aumento
de apoptose, como descrito previamente por Sgarbosa e colaboradores (2006). Os mesmos
resultados obtidos de apoptose em placentas DMG foram detectados em placentas dos animais
Anxal -/-. Apoptose e seus mecanismos reguladores associados s&o eventos fisioldgicos
cruciais para a manutencao da homeostase placentéria e o desequilibrio desses processos pode
comprometer a funcdo da placenta e, consequentemente, o sucesso da gravidez (SGARBOSA
et al., 2006).

Nosso estudo aponta para a participacdo da ANXAL nuclear nos processos relacionados
aos danos do DNA, modulando a resposta celular. Na presenca da DMG, essa interacdo é
prejudicada levando ao processo de morte celular na placenta. De acordo com Xia e
colaboradores (2018) o mecanismo e a funcdo da migracdo nuclear de ANXAL, bem como 0s
fatores que influenciam sua translocacdo, permanecem obscuros e sdo importantes para
identificar como a ANXAL1 desempenha seu papel como um “regulador nuclear" da
sobrevivéncia celular.

Finalmente, os resultados obtidos indicam que a expressdo diferencial da ANXAL na
placenta altera a resposta celular relacionada aos danos de DNA, pela reducdo da expressao
das enzimas de reparo da via BER, OGG-1 e APE-1, e pela consequente indugédo do processo
de apoptose nesse tecido. Estes achados, que foram confirmados no modelo experimental com
animais Anxal -/-, demonstram a relevancia da proteina na resposta celular placentaria.

Em conjunto, nossos dados sugerem gque a ANXAL nuclear tem envolvimento com o
DNA danificado, modulando a resposta celular. Na presenca de hiperglicemia, essa interacéo
é prejudicada levando ao processo de morte celular na placenta, com possiveis consequéncias
funcionais a esse 6rgdo. Assim, a ANXAL pode ser um alvo potencial para o desenvolvimento

de novas estratégias relacionadas com 0s processos gestacionais.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos, nas condicBes propostas, permitem concluir:

1. Alteragdes no grau de tolerancia para a glicose materna influenciam aspectos clinicos
e laboratoriais em gestantes diagnosticadas com Diabete Mellitus Gestacional (DMG),
apresentando aumento dos niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) e do peso do recém

nascido, quando comparadas as controles ndo diabéticas (ND).

2. Histologicamente, as vilosidades placentarias do grupo DMG apresentam alteracdes

estruturais, aumentos do deposito de fibrina, nds sinciciais e capilarizacéo.

3. Nos grupos ND e DMG a proteina anti-inflamatoria Anexina Al (ANXAL) é
expressa no nucleo e citoplasma do sinciociotrofoblasto, com expressdo reduzida nas

placentas de gestantes DMG.

4. A presenca da DMG, associada a reducdo da ANXAL nuclear, aumenta a expressdo
dos danos oxidativos (8-hidroxiguanosina) e dupla quebra da fita de DNA (YH2AX) e, ainda,

reduz a expressao das enzimas de reparo por excisdo de base (OGG-1 e APE-1).

5. Placentas de gestantes DMG, e com expressdo reduzida de ANXAL nuclear,

apresentam aumento da apoptose no sinciciotrofoblasto e nas células estromais.

6. A auséncia da ANXAL, em placentas de camundongos Anxal -/-, aumenta a
expressdo dos danos oxidativos (8-hidroxiguanosina) e dupla quebra da fita de DNA
(YH2AX), reduz a expressdo das enzimas de reparo por excisdo de base (OGG-1 e APE-1) e,

ainda, aumenta a apoptose nas células da zona juncional e labirinto.

Associadas, essas conclusdes mostram que a expressao diferencial da ANXAL no
nucleo, em placentas do grupo DMG e Anxal -/-, estd associada a resposta celular relacionada

aos danos de DNA, com possiveis consequéncias funcionais neste érgao.
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e-mail secretaria capeliup@imt unesp br
&mal coordenacho: tsardenilimb unasp br

Botucatu, 01 de setembro de 2008 OFf. 359/08-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof® Dr® Iracema de Mattos Paranhos Calderon
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr® Iracema,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa
*IL-10 e TNF-alfa no sangue materno e nas placentas de gestagdes complicadas por
diabete ou hiperglicemia leve - Correlagdo com controle glicBmico e resultados
perinatais”, a ser conduzido por Jusciele Brogin Moreli, orientada por Vossa
Senhoria, com a participagio das Profas Dr®s Renée Laufer Amorin e Débora
Cristina Damasceno, recebeu do relator parecer favordvel, aprovado em reunido de
01/09/2008.

Situaglio do Projeto: APROVADO. Apresentar Relatério Final de Atividades ao
final da execugdio deste projeto.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO E POSSIVEL NFUNQKO DA ANEXINA A1 NO
DESENVOLVIMENTO E NA MODULACAO DA INFLAMACAO NAS CELULAS

Pesquisador: Jusciéle Brogin Moreli

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 48609715.0.0000.5505

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de S&o Paulo

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.267.573

Apresentacdo do Projeto:

CEP/UNIFESP:1006/2015

A placenta é um 6rg&o complexo formado por estruturas de diferentes origens, morfologia e fung¢des: o corio
frondoso (porc¢éo fetal) e a decidua basal (por¢&o materna). Esse orgéo exclusivo desempenha atividades
funcionais da maioria dos o6rgéos fetais desde o comec¢o do desenvolvimento até o momento do parto. O
controle das funcdes placentarias &€ complexo, inclui um amplo espectro vias de sinalizag&o, hormonios,
fatores de crescimento e proteinas regulatérias e, & essencial para o adequado desenvolvimento do embriédo
e crescimento do feto. Fatores conhecidos como a hiperglicemia podem comprometer o desenvolvimento da
placenta e consequentemente do feto. Resultados obtidos durante o mestrado executado pela pos-
doutoranda Jusciele Brogin Moreli demonstraram predominio de TNF- sobre IL-10 no plasma de gestantes
com diabete melito gestacional e diabete melito tipo 2 e em placentas de gestantes com diabete melito tipo 2
. Observou-se também que os niveis placentarios de IL-10 foram correlacionados de forma positiva com os
valores de Apgar de primeiro e quinto minutos, hematocrito e insulina do corddo umbilical. Ainda, niveis de
TNF- correlacionaram-se de forma negativa com peso fetal demonstrando o papel dessas citocinas
produzidas pela placenta no desenvolvimento fetal. A anexina A1 (ANXA1) foi o primeiro membro

caracterizado da superfamilia
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das anexinas que se ligam aos fosfolipidios de uma forma dependente de calcio. Inicialmente essa proteina
foi denominada lipocortina 1 pelo fato de mimetizar a ac&o anti-inflamatéria dos

glicocorticoides afetando muitos componentes da via inflamatoria. Resultados recentes obtidos no
laboratorio da Profa. Sonia Maria Oliani demonstraram o efeito anti-inflamatorio do peptideo mimético Ac2-
26 da ANXA1 (porcdo N-terminal da proteina) em um modelo de tecido ocular de rato com inflamacéo
induzida por endotoxina. Nesse modelo, foi observado reduc&o dos niveis das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-, do
oxido nitrico e da expressao da COX-2. Por outro lado, observou-se resposta inflamatoria exacerbada,
caracterizada pela superexpresséao da COX-2, em olhos de camundongos ANXA1-/-. Esses achados
indicam a importancia da ANXAT1 na resolugdo da inflamac¢éo ocular.Dentro do contexto gestacional, foi
demonstrado que gestantes com pré-eclampsia apresentaram aumento dos niveis de auto-anticorpos contra
duas proteinas placentarias ANXAT e ?vitamin D binding protein? no soro. Especialmente a

presencga de auto-anticorpos contra ANXA1 foi relacionada a inflamacéo exacerbada tipica de gestacgdes
acompanhadas por pré-eclampsia. Considerando o papel da ANXA1 na resolucéo da inflamacéo, a
producéo de anticorpos contra essa molécula pode ser considerada uma nova hipdtese para a origem
autoimune dessa patologia gestacional Considerando as diversas atividades biologicas descritas para
ANXA1, especialmente no controle da proliferacdo, apoptose e inflamacé&o, investigar o papel dessa
molécula no desenvolvimento do trofoblasto e na modulagé&o de marcadores relacionados & inflamacéo
dessas celulas e de extrema relevancia para a compreensio do desenvolvimento placentario normal e em
doencgas gestacionais caracterizadas por exacerbacgéo dos marcadores inflamatorios como observado no

diabete melito gestacional

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL Investigar o papel da ANXA1 no desenvolvimento e na modulacdo da inflamac&o em
células trofoblasticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS 1) Avaliar a funcdo da ANXAT1 na proliferagdo e apoptose de células
trofoblasticas atraves do tratamento com peptideo mimético Ac2-26 nas linhagens HTRS e BeWo. 2) Avaliar
a funcao da ANXA1 na modulacéo da inflamacé&o em células trofoblasticas através do tratamento com
peptideo mimético Ac2-26 nas linhagens HTR8 e BeWo e posterior avaliacéo das citocinas inflamatérias IL-
8, IL-17, IL-6 e TNF-? e da .citocina moduladora IL-10, bem como a expressao génica e proteica dos
receptores FPR1 e FPR2 e enzima COX-2. 3) Avaliar a expressé&o proteica e imunolocalizac&o da ANXAT,
FPR1 e FPR2 em placentas de gestantes normais e portadoras de DMG (como modelo de inflamacéo

placentaria) 4) Orientacdo de aluno de iniciag&o
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O estudo sera realizado com:(a) linhagens de celulas BeWWo e HTRS obtidas no

laboratorio da profa. Dra. Estela Bevilacqua (b) amostras de placentas de gestantes (incluidas em parafina e
congeladas) acompanhadas pela equipe médica supervisionada pela profa. Dra. Iracema Calderon na
Faculdade de

Medicina de Botucatu. Enfatizo que essas amostras ja foram coletadas e doadas para o presente estudo.
Assim, nao

existe risco adicional as doadoras. Beneficios: A utilizacéo das linhagens de células trofoblasticas
possibilitara a

realizagé&o de ensaios relacionados a proliferagé&o, morte celular e producéo de citocinas moduladas pela
proteina

anexina a’l em experimentos in vitro. Por outro lado, o aproveitamento das amostras de placenta humana ja
coletadas

durante o periodo de mestrado da beneficiaria Jusciele Brogin Moreli consolidara os resultados obtidos nos

experimentos in vitro

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo com o objetivo académico de Pds- Doutorado, vinculado ao Departamento/Disciplina e
Marfologia e Genética, Campus Vila Clementino. Pos-doutoranda: Dra. Jusciéle Brogin Moreli; Supervisora:
Profa. Dra. Sonia Maria Oliani Principais Colaboradores: Profa. Dra. Estela Maris Andrade Forell Bevilacqua,
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo - ICB/USP. Dra. Aline Rodrigues Lorenzon
Ojea, Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Séo Paulo - ICB/USP. Profa. Dra. Sandra Helena
Poliselli Farsky, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo - FCF/USP. Profa. Dra.
Iracema de Mattos Paranhos Calderon ? Faculdade de Medicina de Botucatu ? FMB/Unesp

Considerando o objetivo de investigar o papel da Anexina Al no desenvolvimento e na modulacdo da
inflamacé&o em células trofoblasticas, o presente estudo estudo foi delineado para ser desenvolvido em duas
etapas: (1) Estudo in vitro: realizado em linhagens de células trofoblasticas (BeWo e HTRS8) tratadas com o
peptideo mimético da Anexina A1 (Ac2-26) para posterior avaliagdo da proliferagdo e apoptose celular,

producgéo de citocinas, expresséo dos receptores FPR1 e FPR2 e

Endereg¢o: Rua Botucatu, 572 1° Andar Conj. 14

Bairro: VILA CLEMENTINO CEP: 04.023-061
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)3539-7162 E-mail: secretaria.cepunifesp@gmail.com

Pagina 02 de 05



60

UNIFESP
e oota.  UNIVERSIDADE FEDERAL DE
tiamguirs  SAOPAULO HOSPITAL SAO gwap
: PAULO UNIFESP-HSP

Continuagio do Parecer: 1. 267 573

da enzima COX-2; (2) Estudo transversal - in vivo: realizado com amostras de placenta humana coletadas
de gestantes ndo diabéticas ou portadoras de diabete melito gestacional como modelo de inflamacéo
placentaria. Essas amostras serdo utilizadas para avaliacdo da expresséo da Anexina A1 e seus receptores
FPR1 e FPR2Z.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:

Documentos obrigatorios apresentados: Folha de Rosto; Projeto Detalhado / Brochura Investigador Outros
doumentos: Aceite_CEP_coleta_das_amostras.pdf; Declaracdo de Pesquisadores
Autorizacao_Calderon.pdf;

Orgamento financeiro no valor de R$ R$ 26.597,00 , com financiamento FAPESP

Recomendacgoes:
nada consta

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
sem pendencias

Consideracoes Finais a critério do CEP:
O CEP informa que a partir desta data de aprovacéo, é necessario o envio de relatérios semestrais (no caso
de estudos pertencentes a area tematica especial) e anuais (em todas as outras situacdes). E também

obrigatdria, a apresentac&o do relatorio final, quando do término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 21/08/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 575562 pdf 11:25:55
QOutros Aceite_CEP_coleta_das_amostras. pdf 21/08/2015 |Jusciéle Brogin Aceito

11:21:43 | Moreli
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 21/08/2015 |Jusciéle Brogin Aceito
Brochura 11:21:07  |Moreli
Investigador
Declaragéo de Autorizacao_Calderon_pdf 21/08/2015 |Jusciéle Brogin Aceito
Pesquisadores 11:20:53 Moreli
Folha de Rosto Folha_de_Rosto pdf 21/08/2015 |Jusciéle Brogin Aceito
11:18:55 | Moreli

Situacao do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

SAO PAULO, 07 de Outubro de 2015

Assinado por:

Miguel Roberto Jorge
(Coordenador)

ANEXO C - CEUA (521)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 0492021 — CEUA 521

Certificamos gue a proposta intitulada “Anexina A1: mecanismos envolvidos na
reprodugdo e gestagao”, registrada com o n? 521, sob a responsabilidade do(a) pesquisador(a)
Cristina Bichels Hebeda e supervisdo do(a) Profa. Dra. Sandra Helena Poliselli Farsky — que envolve
producdo ou manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto Federal n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
das normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comisso de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de S3o Paulo (FCF/USP), em reunido de 13 de abril de 2016.

Finalidade: Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo: 13/04/2016 a 30/04/2017
Espécieflinhagem/raca: Camundongos, Balb/c; K-O ANXA1
Niamero de animais: 115 M (20/20) F(40/35)
Pesolldade: 20-25qg; 6-8 semanas

Sexo: Macho e Fémea

Origem: Biotério FCF/IQ - USP

Conforme a legislacdo wvigente, no encerramento do projeto de pesquisa, foi

apresentado relatdrio final que foi aprovado em reunido da CEUA em 17 de agosto de 2018.

S&o Paulo, 19 de agosto de 2021.

Profa. Dra. Irene Satiko Kikuchi
Coordenadora da CEUA/FCF/USP
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TERMO DE REPRODUGAO XEROGRAFICA

Autorizo a reproducgac xerografica do presente Trabalho de Conclusédo, na integra ou em
partes, para fins de pesquisa.

S3ao José do Rio Preto, 04/10/2021.

mmmﬂm%

Assinatura do autor




