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RESUMO 

 

Ao longo da gestação, a placenta cria um microambiente no qual células geneticamente 

distintas permanecem em contato e equilíbrio funcional. No entanto, o Diabetes Mellitus 

Gestacional (DMG) definido como qualquer grau de intolerância à glicose, iniciado ou 

detectado pela primeira vez na gestação, quando não tratado pode levar a resultados adversos 

maternos, placentários e, consequentemente, para o feto/recém-nascido. Nosso grupo de 

pesquisa tem investigado a proteína anti-inflamatória anexina A1 (ANXA1) em diferentes  

contextos gestacionais, incluindo placentas de gestações de risco, como aquelas associadas 

com as infecções por Toxoplasma gondii e Zika vírus. Com estas considerações, no presente 

trabalho foram avaliadas placentas de gestantes diabéticas (DMG) comparando com controles 

não diabéticos (ND) e, ainda, nas regiões do labirinto e zona juncional da placenta de 

camundongos BALB/c selvagens (WT) e nocautes para AnxA1 (Anxa1 -/-) com o objetivo de 

consolidar os resultados obtidos nas placentas humanas. As placentas foram avaliadas 

histologicamente e a expressão da ANXA1 foi relacionada com a modulação dos marcadores 

de sobrevivência celular, na presença de dano ao DNA e apoptose. As expressões de ANXA1, 

danos ao DNA (8-Hidroxiguanosina e γH2Ax), enzimas da via de reparo por excisão de base, 

BER, (OGG-1 e APE-1) e apoptose (caspase-3 clivada) foram detectadas por imuno-

histoquímica em vilos placentários humanos (região fetal da placenta) e nos animais (regiões 

do labirinto e zona juncional). A intensidade das expressões proteicas foi medida por 

densitometria citoplasmática, e pela relação de núcleos marcados por área vilosa. 

Histopatologicamente, as placentas DMG apresentaram alterações estruturais como 

desorganização das células trofoblásticas, predomínio de nós sinciciais e regiões fibrinoides. 

A expressão da ANXA1 foi reduzida no sinciciotrofoblasto viloso, enquanto ocorreu aumento 

no dano ao DNA, diminuição da expressão das enzimas envolvidas no BER e aumento do 

processo de apoptose. Resultados semelhantes foram observados nos camundongos Anxa1 -/-, 

confirmando o papel da proteína ANXA1 na resposta celular placentária. 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 avanço nas investigações 

relacionadas com os mecanismos envolvidos na biologia placentária, e consequente prevenção 

dos resultados perinatais adversos nas gestações de risco.   

 

Palavras-chave: Anexina A1 nuclear. Vilos placentários. Danos ao DNA. Reparo por excisão 

de base (BER). Morte celular. 
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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 A1 anti-inflammatory protein (ANXA1) 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 AnxA1-deficient (Anxa1 -/-) 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. 

ANXA1, DNA damage (8-Hydroxyguanosine and γH2Ax), 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 Anxa1 -/- 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 

ANXA1 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 A1. Placental villi. DNA damage. Base excision repair (BER). 

Cell death. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Placenta humana – Generalidades 

Ao longo da gestação, a interação entre tecidos maternos e fetais é realizada por meio de 

uma estrutura transitória, a placenta, que cria um microambiente no qual células 

geneticamente distintas se mantêm em contato e equilíbrio funcional (BURTON; 

JAUNIAUX, 2015; KNÖFLER et al., 2019). Este órgão possui estruturas de diferentes 

origens, morfologia e funções, desempenhando atividades funcionais da maioria dos órgãos 

fetais, desde o começo do desenvolvimento até o momento do parto (GUDMUNDSSON; 

DUBIEL; SLADKEVICIUS, 2009; RIQUELME, 2009). 

Em humanos, a placenta é formada pelo cório frondoso (porção fetal) e a decídua basal 

(porção materna) (GUDMUNDSSON; DUBIEL; SLADKEVICIUS, 2009; RIQUELME, 

2009). O desenvolvimento da placenta humana se inicia durante o processo de implantação, 

onde as células trofoblásticas do blastocisto proliferam e diferenciam, originando duas 

populações de células distintas: citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto (Figura 1). As células do 

citotrofoblasto possuem alta atividade proliferativa e dão origem ao sinciciotrofoblasto por 

um mecanismo de fusão celular. Este, por sua vez, perde sua capacidade proliferativa e 

adquire uma capacidade invasiva que permite sua penetração na decídua (endométrio 

gravídico). 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 placentário. [A] Implantação do blastocisto no endométrio 

(decídua). [B] Diferenciação do trofoblasto em sinciciotrofoblasto (ST) e citotrofoblasto (CT). [C] Progressão da 

implantação com expansão do sinciciotrofoblasto e formação das lacunas ocupadas por fluídos provenientes de 

secreções uterinas. 

 
 

 

 

   

 

Fonte: adaptado de AVAGLIANO et al., 2016. 

A B 

Decídua 

Trofoblasto 

Embrioblasto 

Blastocisto 

Sinciciotrofoblasto 

Decídua 

CT 



14 
 

A B C 

Capilares sanguíneos 

Mesênquima 

Sinciciotrofoblasto 

Citotrofoblasto 

Placentas de humanos e camundongos são do tipo hemocorial, o que significa que o 

tecido trofoblástico - derivado do feto - é banhado diretamente em sangue materno (ENDERS; 

BLANKENSHIP, 1999). Os trofoblastos placentários regulam as trocas gasosas, o suprimento 

de nutrientes, a remoção de produtos residuais, o suporte hormonal e a defesa imunológica, 

todos estes aspectos são cruciais para o desenvolvimento e crescimento do feto eutério. Estas 

funções são orquestradas por meio da comunicação de sinais moleculares essenciais para a 

saúde da gravidez (SADOVSKY et al., 2020). Apesar das diferenças na estrutura da 

membrana placentária em ambas as espécies, elas compartilham consideráveis características 

celulares e moleculares, o que tornam os camundongos um objeto de estudo bastante utilizado 

nos aspectos da formação e função placentária  (ADAMSON et al., 2002; SONCIN et al, 

2015). 

 
1.2. Desenvolvimento da placenta humana 

Em paralelo à contínua formação do sinciciotrofoblasto, tem início a formação das 

vilosidades coriônicas, unidade placentária de trocas entre mãe e feto. As células do 

citotrofoblasto proliferam ocupando áreas centrais nas placas de sinciciotrofoblasto, formando 

estruturas em forma de colunas, os vilos primários (Figura 2A). Posteriormente, o mesoderma 

extra-embrionário migra para áreas centrais do citotrofoblasto, formando as vilosidades 

secundárias (mesoderma extra-embrionário + trofoblasto) (Figura 2B). O mesoderma extra-

embrionário forma o estroma dos vilos coriônicos, 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 placentárias. [A] Vilosidade primária: citotrofoblasto e 

sinciciotrofoblasto. [B] Vilosidade secundária: citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e mesoderma extra-

embrionário e [C] Vilosidade terciária: citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto, mesoderma extra-embrionário e 

capilares sanguíneos, em cortes transversal (superior) e longitudinal (inferior). 

Fonte: adaptado de AVAGLIANO et al., 2016. 
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Existem dois tipos de vilosidades coriônicas: os vilos de ancoragem e flutuantes. Os 

vilos flutuantes ficam livremente banhados no sangue materno, estabelecendo as funções de 

trocas (nutrientes, gases e excreção) entre mãe e feto. Estas vilosidades coriônicas são 

formadas a partir da ramificação dos vilos de ancoragem. Estes, por sua vez, alcançam o 

endométrio e ancoram a porção fetal da placenta à decídua. Neste processo, as células do 

citotrofoblasto viloso proliferam intensamente na região apical, rompem a massa de 

sinciotrofoblasto e alcançam a decídua, formando colunas celulares que são direcionadas para 

as regiões mais internas do endométrio. Em conjunto, estas células recebem o nome de 

citotrofoblasto extraviloso e, também, são responsáveis pela interação materno-fetal, na 

medida em que interagem com diferentes tipos celulares maternos. (KAUFMANN; BLACK; 

HUPPERTZ, 2003). 

Na circulação materna o sangue oxigenado chega à placenta por meio das artérias 

espiraladas uterinas (Figura 3). O sangue arterial atinge a região intervilosa (espaço formado 

entre os vilos coriônicos), mantendo contato direto com a camada de sinciciotrofoblasto dos 

vilos, caracterizando assim a placentação hemocorial (MOORE; PERSAUD, 2008; 

SCHOOTS et al., 2018). Na circulação fetal o sangue fetal, pobre em oxigênio, chega pelas 

duas artérias umbilicais que se ramificam na placa coriônica para irrigar as árvores vilosas dos 

vasos coriônicos. O sangue oxigenado retorna à região da placa coriônica e feto por meio da 

veia umbilical (MOORE; PERSAUD, 2008).  

 
Figura 3: Representação macroscópica da placenta humana. Os diferentes compartimentos por onde ocorrem 

as trocas entre mãe e feto na placenta são indicados: a circulação fetal, a circulação materna e o parênquima 

placentário/espaço interviloso. 

 

Fonte: SCHOOTS et al., 2018. 
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Para estabelecer uma função placentária saudável, o concepto precisa ser implantado 

adequadamente, seguido por uma invasão coordenada de trofoblastos extravilosos (EVT), 

resultando na remodelação das artérias espirais (Figura 4) e uma circulação de baixa 

resistência no espaço interviloso (PEREIRA et al., 2015).  

No início da gravidez, o fluxo sanguíneo materno ainda não está estabelecido no espaço 

interviloso da placenta (SCHOOTS et al., 2018). Um subconjunto das células EVT se 

diferenciará em células trofoblásticas endovasculares, transformando as artérias espirais em 

vasos dilatados oriundos da camada muscular, com amplo diâmetro. No entanto, esses vasos 

de grande diâmetro são obstruídos 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 tensão de oxigênio no espaço interviloso, o que é essencial para a 

embriogênese e organogênese normais.  (BURTON; HUNG, 2003). 

 
Figura 4: Remodelação das artérias espiraladas. A figura [A] mostra o início de uma gestação normal, onde o 

fluxo sanguíneo não está estabelecido. Observa-se a vilosidade ancorada na decidua, iniciando a invasão de 

células do trofoblasto extraviloso que se diferenciam em extraviloso intersticial. Com o avanço da gestação [B] 

os trofoblastos extravilosos intersticiais se diferenciam em trofoblasto extraviloso endovascular e se ligam à 

parede das arterias espiraladas, aumentando seu diametro e estabelecendo uma circulação placentária de baixa 

tensão de oxigênio. 

 

Fonte: RED-HORSE et al., 2004. 

As circulações fetal e materna estão separadas por tecidos extra fetais, constituindo a 

membrana placentária. Até aproximadamente 20 semanas, a membrana placentária consiste 

em quatro camadas: sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, tecido conjuntivo das vilosidades 

(mesênquima) e endotélio dos capilares fetais. Após esse período, as células do citotrofoblasto 

praticamente desaparecem e a membrana placentária consiste em três camadas na maioria das 
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vilosidades, tornando-se marcadamente mais fina e atenuada (MOORE et al., 2016). Nesses 

sítios, o sinciciotrofoblasto entra em contato direto com o endotélio dos capilares fetais para 

formar a membrana placentária vásculo sincicial. Para estabelecer a formação das membranas, 

os sinciciotrofoblastos se agrupam para formar nós sinciciais, diminuindo a distância para a 

troca gasosa (SCHOOTS et al., 2018). 

A placenta atua como uma barreira natural entre as circulações sanguínea materna e 

fetal, com funções endócrinas e de transporte. Essas funções a tornam não apenas uma 

reguladora crucial da nutrição fetal, das trocas gasosas e tolerância imunológica materna, mas 

também alvo de alterações metabólicas maternas e/ou fetais associadas a patologias da 

gravidez (GAUSTER et al., 2012). Evidências recentes mostram que essas intercorrências na 

interface materno-fetal estão associadas com patologias na vida adulta, dentre elas diabetes 

mellitus, doenças cardiovasculares, obesidade, asma e doenças alérgicas (TEDNER et al., 

2012), o que reforça a importância de estudos dos mecanismos reguladores da interface 

materno-fetal. 

 

1.3. Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) 

O Brasil é o quarto país com maiores taxas de Diabetes Mellitus (DM) na população 

adulta, com um total de 14,3 milhões de pessoas de 20 a 79 anos com DM e gasto anual 

estimado em US$ 21,8 bilhões. As estimativas populacionais de frequência de hiperglicemia 

na gestação no país são conflitantes, porém, estima-se que a prevalência do Diabetes Mellitus 

Gestacional (DMG), no Sistema Único de Saúde, seja de aproximadamente 18%, utilizando-

se os critérios diagnósticos atualmente propostos na literatura (REVISTA FEMINA, 2019; 

PEREIRA et al., 2019). 

DMG é definido como qualquer grau de intolerância à glicose diagnosticado no segundo 

ou terceiro trimestre da gravidez, sem nenhuma manifestação antes da gestação. O aumento 

progressivo da resistência à insulina na gestação e a redução da capacidade das células beta 

pancreáticas de secretar insulina são fatores importantes na patogênese da hiperglicemia 

materna, de qualquer tipo ou intensidade (ADA, 2021).  

Em geral, os riscos específicos do DMG incluem aborto espontâneo, anomalias fetais, 

pré-eclâmpsia, morte fetal, macrossomia, hipoglicemia neonatal, hiperbilirrubinemia e 

síndrome da dificuldade respiratória neonatal, entre outros. Além disso, o diabetes gestacional 

pode aumentar o risco de obesidade, hipertensão e diabetes tipo 2 nos descententes dessas 

mães (BOERSCHMANN et al., 2010; ADA, 2021). Por sua vez, essas mulheres também 
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apresentam risco aumentado de desenvolver DM futuro, síndrome metabólica e pré-eclampsia 

nas próximas gestações (NEGRATO et al., 2008; JOHNS et al., 2018). 

DMG está geralmente associada à hiperglicemia clínica, hiperlipidemia, 

hiperinsulinemia e disfunção endotelial placentária. Essas anormalidades levam ao 

comprometimento da função endotelial, inflamação vascular e hemostasia, que dão origem ao 

comprometimento da microcirculação, causando anormalidades na função placentária 

(KADIVAR et al., 2020). 

 

1.4. DMG e placenta 

A gestação é um período onde a glicemia é progressivamente aumentada, pois há uma 

resistência à insulina materna em decorrência da ação dos hormônios placentários 

diabetogênicos (lactogênio placentário, progesterona, cortisol e outros) sobre o organismo da 

mãe (ADA, 2021). 

As placentas de gestantes com DMG sofrem alterações anatômicas e fisiológicas 

decorrentes da hiperglicemia, destacando as vasculares, apoptose e aumento de marcadores 

inflamatórios (Figura 5). 

 

Figura 5: Intercorrências na placenta relacionadas à hiperglicemia. O DMG, quando não tratado, pode levar 

a resultados adversos na mãe e no recém-nascido (RN). Além das alterações no corpo materno e no RN, a 

placenta também sofre alterações decorrentes da hiperglicemia, como mostram os estudos. Estes indicam uma 

resposta da placenta à alteração da glicose sanguínea que pode ter consequências importantes para o feto. 

 

 

Fontes: figuras adaptadas das publicações acima referidas.  
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Alterações morfológicas e histológicas são vistas em cerca de 30% das gestantes 

diabéticas e parecem estar associada à hiperglicemia (RUDGE et al., 2011). Investigações 

morfológicas clássicas, da estrutura da placenta, mostraram vários graus de alterações no 

sincitiotrofoblasto, citotrofoblasto, membrana basal trofoblástica e vasos fetais. Essas 

alterações dependem do período de gestação em que o insulto do ambiente diabético 

influencia a placenta (KADIVAR et al., 2020). Outras alterações foram relatadas, como o 

aumento dos nós sinciciais, a proliferação de células citotrofoblásticas, necrose fibrinoide e 

fibrose estromal, mostrando imaturidade das vilosidades ou alterações em sua ramificação 

(TARICCO et al., 2009). 

Alterações no nível glicemico também foram associadas ao processo de apoptose. 

Sgarbosa e colaboradores (2006) estudaram o equilíbrio entre apoptose e expressão da 

proteína antiapoptótica Bcl-2 na área das vilosidades de placentas a termo, provenientes de 

pacientes que apresentavam diferentes distúrbios hiperglicêmicos. A incidência de células 

apoptóticas foi maior nos grupos diabéticos em comparação com as mulheres grávidas 

normoglicêmicas. Além disso, foi encontrada diminuição no número médio de células 

imunopositivas para Bcl-2 nas vilosidades placentárias, o que sugeriu que a hiperglicemia 

pode ser um fator-chave na indução do processo de apoptose. 

Estudos recentes mostram que o aumento dos níveis de glicose materna, durante a 

gravidez, promove aumento dos marcadores de estresse no retículo endoplasmático (YUNG et 

al., 2016; LORENZON et al., 2020), altera os padrões inflamatórios sistêmicos e placentários 

que ocorrem paralelamente à expressão de fatores do inflamassoma e, ainda, o processamento 

e secreção da citocina pró-inflamatória interleucina 1 beta - IL-1β (MORELI et al., 2015; 

CORRÊA-SILVA et al., 2018). O predomínio do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) sobre 

interleucina 10 (IL-10), o aumento dos componentes do inflamassoma, níveis elevados de 

interleucina 6 (IL-6), da proteína quimioatraente de monócitos 1 (MCP1), da enzima óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) e do número de células de Hofbauer (CD68+) foram 

observados em placentas com DMG. A ativação do inflamassoma, como uma possível fonte 

de fatores inflamatórios, pode ser um alvo importante a ser considerado no desenvolvimento 

da hiperglicemia e na prevenção de resultados adversos na gravidez (MORELI et al., 2015; 

CORRÊA- SILVA et al., 2018). 
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1.5. DMG, inflamação e estresse oxidativo 

A inflamação é um processo inicial para várias doenças e parece ter papel causal na 

etiologia da DMG devido ao aumento da glicotoxicidade e resistência à insulina atribuidas à 

algumas moléculas inflamatórias, como a IL-1β (ALENCAR, 2015). No entanto, também 

pode ser consequência da hiperglicemia decorrente dessa patologia, uma vez que gera um 

estado de inflamação crônica, caracterizado pela produção anormal de citocinas e ativação de 

vias de sinalização relacionadas à inflamação (DAHER et al., 2011). Algumas das principais 

citocinas envolvidas no processo de desenvolvimento do DMG são a adiponectina, leptina, 

IL-1β, IL-6 e TNF -α, e seus níveis podem estar aumentados como resultado do estresse 

oxidativo e das alterações inflamatórias, ambos induzidas pela hiperglicemia (MORELI et al., 

2015; BRINK; VAN DER LELY; VAN DER LINDEN, 2016). 

O estresse oxidativo, mediado pela hiperglicemia, induz lesão no DNA - como sítios 

abásicos, 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 os danos que ocorrem ao DNA, as células desenvolveram vários mecanismos 

de reparo, em que cada um corrige diferentes tipos de lesões. Os mecanismos de reparo por 

excisão de nucleotídeo (NER), excisão da base (BER) e o mismatch repair (MMR) são os 

mais comuns envolvidos na correção das lesões de DNA (SOULIOTIS et al., 2020). Dentre 

esses mecanismos, o BER é o mais estudado e relacionado aos danos causados pelo estresse 

oxidativo, sendo o principal mecanismo envolvido na remoção das lesões de DNA nuclear e o 

único mecanismo de reparo existente na mitocôndria (Figura 6). Ele é capaz de remover sítios 

abásicos, bases oxidadas e quebra de fita simples (JACKSON; BARTEK, 2009; VISNES et 

al., 2018). 

Inicialmente ocorre o reconhecimento e remoção da base pelas DNA glicosilases (8-

oxoguanina- OGG1). A remoção da base gera um sítio abásico que é reconhecido pelas AP- 

endonucleases (apurínico/apirimidínico endonuclease 1 - APE1), enzimas responsáveis pela 

formação de uma lacuna após incisão em uma das extremidades do sítio abásico. Essa lacuna 

pode ser preenchida por uma via curta ou longa. Na via curta a APE-1 interage com a DNA 

polimerase β (POL-β), levando a síntese de um único nucleotídeo, enquanto na via rápida 

interage com uma flap endonuclease (FEN-1), que sintetiza uma cadeia de 2 a 10 

nucleotídeos. 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 excisão de base (BER). Via do mecanismo de reparo, mostrando as 

enzimas responsáveis e seus locais de ação.  

 

Fonte: adaptado Liu et al., 2007. 

 

Quando o dano ao DNA excede a capacidade celular de repará-lo, o acúmulo de erros 

pode sobrecarregar a célula, resultando em apoptose, senescência celular ou fixação de 

mutações no genoma (MORELI et al., 2014; MURATA, 2018). A apoptose das células da 

placenta foi descrita em gestações com diabetes (SGARBOSA et al., 2006), bem como 

aumento da inflamação (MORELI et al., 2015; CORRÊA-SILVA et al., 2018) e estresse 

oxidativo (MYATT; CUI, 2004). 

Investigações recentes sugerem que as condições hiperglicêmicas mediadas pelo DMG 

estão associadas à inflamação, levando ao aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) que estão envolvidas nas vias de sinalização celular, contribuindo, por 

exemplo, para a invasão 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 geração de mediadores inflamatórios (HOCH et al., 

2019). Essa interação entre diabetes, estresse oxidativo e inflamação é amplamente explorada 

como um fator chave nas complicações relacionadas à hiperglicemia (Figura 7), incluindo 

alterações nas funções placentárias, bem como alterações no desenvolvimento embrionário e 

fetal (SPADA et al., 2014; HOCH et al., 2019 ; BEDELL et al., 2021). Há evidências na 
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literatura de que a expressão nuclear da proteína anti-inflamatória anexina A1 (ANXA1) 

exerce uma função moduladora diretamente relacionada à sobrevivência celular em diferentes 

modelos experimentais (SU et al., 2010; HIRATA; CORCORAN; HIRATA, 2011; XIA et al., 

2018; SULIMAN et al., 2021). 

Figura 7: Consequências da hiperglicemia e inflamação celular. Ambas as condições podem promover a 

formação de espécies reativas de oxigênio, levando ao estresse oxidativo, que induz a oxidação de proteínas, 

peroxidação lipídica e danos ao DNA. Tanto as proteínas quanto os lipídios podem ser removidos, mas o DNA 

precisa ser reparado por mecanismos que podem remover esse dano. Nossa hipótese é que a proteína ANXA1 

pode estar exercendo uma função moduladora diretamente relacionada à sobrevivência celular. 

 

Fonte: adaptado de Moreli et al., 2014. 

 

1.6. Proteína anti-inflamatória Anexina A1 – relações com a placenta, 

danos ao DNA e resposta celular 

A Anexina A1, descrita no final da década de 1970, foi o primeiro membro 

caracterizado da superfamília das anexinas, proteínas que se anexam a membrana 

fosfolipídica de maneira dependente de cálcio e têm suas propriedades anti-inflamatórias 

reguladas por glicocorticoides, estando envolvida na inibição das sínteses de eicosanóides e 

fosfolipase A2 (PLA2) (FLOWER, 1988; PERRETTI; GAVINS, 2003).  

Estruturalmente, apresenta um domínio C-terminal, que consiste em quatro repetições 

de 70 a 80 aminoácidos, altamente conservado entre as proteínas da superfamília das 
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A B 

anexinas, e responsável pela afinidade ao cálcio e ligação aos fosfolipídios (MUNN, MUES, 

1986). O domínio N- terminal é a sequência anti-inflamatória da proteína, determinante de sua 

função e atividade biológica, e contém sítios para a mediação de processos pós-traducionais, 

tais como fosforilação, glicosilação e proteólise (RAYNAL, POLLARD, 1994; PERRETTI; 

FLOWER, 2004) (Figura 8). O gene da ANXA1 humana está localizado no cromossomo 9 

(9q12-21.2) e codifica uma proteína de 37 kDa. 

 

Figura 8: Representação esquemática da ANXA1. Estrutura primária da proteína, com destaque do sítio ativo 

anti-inflamatório (peptídeo Ac2-26) [A]. Ilustração do arranjo tridimensional dessa proteína [B]. 

 

Fonte: RESCHER e GERKE, 2004. 

 

A expressão da ANXA1 vem sendo observada especialmente em células relacionadas 

aos processos de defesa como neutrófilos (OLIANI et al., 2001; STUQUI et al., 2015; 

SANCHES et al., 2021), mastócitos (OLIANI et al., 2008; COSTA et al., 2018; PARISI; 

CORRÊA; GIL, 2019), eosinófilos (OLIANI et al., 2002; NG et al., 2011), monócitos 

(SOLITO et al., 2000; BERGSTRÖM et al., 2017; RIBEIRO et al., 2020) e linfócitos 

(D'ACQUISTO; PERRETTI; FLOWER, 2008; HUANG et al., 2016; LIANG; LI, 2021). Esta 

proteína também atua como elemento regulatório de diversas funções e tipos celulares, tais 

como o bloqueio do extravasamento de leucócitos, indução de apoptose, modulação da 

expressão e secreção de citocinas, ativação e regulação de mastócitos, proliferação e 

sinalização celular (GIMENES et al., 2015; SUGIMOTO et al., 2016; DE PAULA-SILVA, 

2016; TEIXEIRA et at., 2016; HAN et al., 2020). Além disso, sua ação protetora anti-

inflamatória tem sido demonstrada em diversos modelos, como artrite, câncer, transplante 

heterólogo de pele, alergia ocular, epilepsia, lesão pulmonar e insuficiência cardíaca 

(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 ações biológicas desta proteína podem ser 

observadas na figura abaixo. 
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Figura 9: Diversas ações biológicas de ANXA1. [A] Inibição da atividade da fosfolipase A2 citosólica 

(cPLA2) e cicloxigenase 2 (COX-2) com consequente efeito anti-inflamatório, antipirético e anti-hiperalgésico. 

[B] ANXA1 exógena atua sobre seu receptor de formil peptídeo (FPR) e lipoxina A4 (FPRL1, também chamado 

de ALX ou FPR2), para inibir a adesão, migração celular e desprendimento de células aderentes. [C] Aumento 

da expressão de ANXA1 com o tratamento de glicocorticoides e ação por meio receptor de glicocorticoide (GR), 

fato que contribui para sua atividade anti-inflamatória. Glicocorticoides podem também induzir a fosforilação 

rápida e translocação da ANXA1 para membrana celular. [D] ANXA1 é recrutada para a superfície celular, liga-

se a fosfatidilserina (PS) e intercede no engolfamento de células apoptóticas. [E] ANXA1 pode ser fosforilada 

por uma série de quinases para aumentar ou diminuir a proliferação. [F] ANXA1 pode induzir a apoptose por 

meio da indução da desfosforilação do Promotor De Morte Associado Ao Bcl-2 (BAD), permitindo que BAD 

transloque para as mitocôndrias. Outra forma é a translocação da ANXA1 para o núcleo, que pode ser inibida 

pelo linfoma de células b2 (Bcl-2). 

 

 

Fonte: adaptada de LIM e PERVAIZ, 2007. 

A deficiência de ANXA1 também pode contribuir para etiologia de doenças 

inflamatórias (KOSICKA et al., 2013). Este estudo demonstrou que a concentração de 

ANXA1 está correlacionada inversamente com o índice de massa corpórea, percentual de 

gordura corporal total, relação cintura-quadril, níveis plasmáticos de proteína C reativa e 

leptina em seres humanos. Os resultados demonstram falha no sistema anti-inflamatório 

endógeno para responder a crescente inflamação sistêmica resultante da expansão do tecido 

adiposo, uma condição fortemente associada ao desenvolvimento do diabete mellitus e das 

doenças cardiovasculares, sugerindo que a redução na ANXA1 plasmática contribui para o 

fenótipo de inflamação crônica observado na obesidade humana (KOSICKA et al., 2013). 

Inicialmente, altos níveis de expressão de ANXA1 foram descritos no tecido uterino 
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humano, durante a gestação e no fluido seminal (SUN; LIU; GIBB, 1996), enquanto no âmnio 

e na placenta foram encontrados baixos níveis dessa proteína (MYATT; HIRTH; EVERSON, 

1992). Placentas a termo de gestações normais apresentam maior expressão de ANXA1 

quando comparadas às placentas de gestações de risco, como a Diabete Mellitus Gestacional 

(DMG), que apresentam níveis mais baixos da proteína e alto nível de citocinas inflamatórias 

(SHEIKH, SOLITO, 2018). 

Recentemente, Hebeda e colaboradores (2020) sugeriram que a ANXA1 pode 

desempenhar um papel crucial na fase de implantação do blastocisto. O estudo observou que a 

proteína controla a inflamação que mantém o microambiente ideal para a implantação, e 

interage com os receptores de formil peptídeo (FPR) induzindo a sinalização necessária para 

ativar quinases e modular o citoesqueleto epitelial. Além disso, os pesquisadores 

identificaram que a ANXA1 também está relacionada com a interação dinâmica entre o 

epitélio uterino e o endotélio, crucial para a implantação do embrião, posterior decidualização 

e, consequentemente, gravidez bem-sucedida. Estudos do nosso grupo de pesquisa mostram 

que, na placenta, a proteína ANXA1 foi relacionada à redução da infecção por Toxoplasma 

gondii (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2018) e ao aumento da inflamação e 

desorganização tecidual na presença de Zika vírus (MOLÁS et al., 2020). 

Investigações mostram que a ANXA1 é encontrada na membrana plasmática, no 

citoplasma e núcleo (OLIANI et al., 2001; MUSSUNOOR & MURRAY, 2008). A presença 

dessa proteína no compartimento nuclear foi relacionada com o desenvolvimento tumoral, e 

sua translocação do citoplasma para o núcleo ocorre em resposta a danos no DNA, estímulos 

proliferativos e associados à fosforilação (BOUDHRAA et al., 2016). A retenção nuclear da 

ANXA1 por mutações, em sítios específicos no sinal de exportação nuclear, resulta na 

diminuição da proliferação celular (ALVES et al., 2008). 

Choi e colaboradores (2012) desenvolveram uma análise de rede integrativa para 

identificar proteínas que respondam ao inibidor de serina/treonina quinase (ATM), proteína 

com papel central na cascata de sinalização de danos no DNA, e as interações físicas com 

proteínas de reparo de DNA. Interessantemente, a análise identificou 53BP1 e ANXA1 como 

fortes candidatos. Complementando esses resultados, os autores demonstraram que linhagens 

celulares que não expressam a proteína ANXA1 são mais sensíveis aos danos ao DNA 

causados pela radiação ionizante. 

Falhas no sistema celular em condições adversas prejudicam a função celular e, 

durante a gravidez, podem estar relacionadas a desfechos desfavoráveis para o recém-nascido. 

Analisando as diversas atividades biológicas descritas para ANXA1, especialmente no 
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controle da proliferação, apoptose e inflamação, investigar o papel da ANXA1 na biologia do 

trofoblasto e modulação de alguns marcadores relacionados à sobrevivência dessas células é 

de extrema relevância para a compreensão do desenvolvimento placentário normal e em 

doenças gestacionais como DMG. Aqui, nós avaliamos o papel potencial de ANXA1 na 

sobrevivência de células da placenta de mulheres grávidas com DMG e reforçamos nossos 

achados em modelo animal de camundongos AnxA1 -/-. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

O objetivo do estudo foi investigar o impacto do DMG na morfofisiologia placentária e 

avaliar a potencial ação da ANXA1 nuclear na modulação de marcadores relacionados com a 

sobrevivência celular. 

 
2.2. Objetivos específicos 

Investigar, nas vilosidades placentárias de gestantes não diabéticas (ND) e portadoras de 

DMG, os seguintes processos: 

✓ Dados clínicos maternos e do recém nascido; 

✓ Histopatologia; 

✓ Imunolocalização de células trofoblásticas; 

✓ Expressão e quantificação de ANXA1 nuclear e citoplasmática; 

✓ Expressão e quantificação dos danos oxidativos e de dupla quebra das fitas de 

DNA; 

✓ Expressão e quantificação das enzimas envolvidas na via de reparo por excisão de 

base; 

✓ Morte celular por apoptose. 

 
 

Avaliar, por imuno-histoquímica, placentas de camundongos WT e Anxa1-/-, no que diz 

respeito à expressão dos danos e reparo de DNA, e apoptose, com o objetivo de consolidar os 

resultados obtidos nas placentas humanas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Placentas humanas 

3.1.1. Caracterização da população e seleção das amostras 

Este estudo transversal incluiu amostras de placenta de gestantes obtidas no Serviço de 

Diabetes e Gestantes da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP, Brasil, aprovadas pelo 

Comitê de Ética da Faculdade de Medicina de Botucatu/Unesp (359/08 – ANEXO 1) e 

Universidade Federal de São Paulo, Hospital São 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 princípios da Declaração de 

Helsinque. O diagnóstico de DMG foi realizado pelo teste de tolerância à glicose de 75 g (75 

g-GTT), recomendado pela American Diabetes Association (ADA, 2020), entre a 24ª e 28ª 

semanas de gestação.  

Um total de 12 amostras de placenta foram utilizadas neste estudo (n=6/grupo); não 

diabético (ND; normal 76g-GTT) e DMG (75g-GTT anormal). A caracterização da população 

de gestantes incluiu dados de idade, índice de massa corporal (IMC) no terceiro trimestre da 

gestação, ganho de peso durante a gestação, idade gestacional no parto, média glicêmica 

(GM) e níveis de hemoglobina glicada (HbA1c). O GM foi calculado a partir da média 

aritmética dos níveis de glicose plasmática medidos em todos os perfis de glicose realizados 

durante o tratamento (dieta ou dieta + insulina). Os níveis de glicose plasmática foram 

medidos pelo método da oxidase (Glucose Analyzer II Beckman, Fullerton, CA, EUA) e os 

níveis de HbA1c por cromatografia (cromatografia líquida de alta performance - D10 ™ 

Hemoglobin Testing System, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). O peso placentário 

e fetal também foram incluídos. 

 

3.1.2. Critérios de inclusão 

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

b) ter idade gestacional máxima de entrada no protocolo de tratamento de 30 

semanas para as portadoras de DMG; 

c) realizar assistência pré-natal no Serviço da Faculdade de Medicina de 

Botucatu; 

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

a) tabagistas; 

b) etilistas; 

c) usuárias de drogas ilícitas; 

d) malformação fetal; 

e) gravidez gemelar; 

f) gestante em trabalho de parto. 

 

3.1.4. Coleta das amostras do tecido placentário 

Imediatamente após o parto, os cotilédones placentários da zona medial placentária 

foram coletados e a membrana âmniocoriônica retirada. Em seguida, os mesmos foram 

lavados com solução salina gelada. O excesso de líquido foi retirado com papel absorvente e, 

então, as porções materna e fetal foram dissecadas, fixadas ou congeladas para as análises do 

estudo. Os cotilédones com áreas necróticas, hemorrágicas ou calcificadas foram excluídos. 

 

3.1.5. Processamento Histológico 

Fragmentos de placentas, previamente coletados, foram fixados em paraformaldeído 

tamponado a 4%, por 24 horas em temperatura ambiente, desidratados em uma série crescente 

de etanol, diafanizados em xilol e incluídos em parafina (Merck, Darmstadt, Gemany). Cortes 

de 3µm deste material foram obtidos pelo micrótomo (Leica RM2265) do Laboratório de 

Imunomorfologia, IBILCE-UNESP, para avaliações histológicas (coloração Hematoxilina-

Eosina) e imuno-histoquímicas. 

 

3.1.6. Imuno-histoquímicas 

Os fragmentos placentários foram analisados para ANXA1, 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 lâminas previamente silanizadas e, em seguida: (a) desparafinizadas e 

hidratadas em água por 5 minutos; (b) incubadas no banho maria em solução tampão citrato, 

pH 6,0, por 20 minutos a 96° C , para a recuperação antigênica; (c) lavadas em tampão tris-

buffered saline (TBS) e deixadas em solução com peróxido de hidrogênio por 30 minutos (três 

lavagens de 10 minutos) para o bloqueio de peroxidase endógena; (d) lavadas com TBS por 

15 minutos (três lavagens de 5 minutos cada); (e) incubadas em solução de BSA a 10% em 

TBS, por 2 horas, a temperatura ambiente; (f) incubadas em câmara úmida a 37°C, com os 
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anticorpos primários diluídos em BSA; (g) lavadas com TBS por 15 minutos (três lavagens de 

5 minutos cada); (h) incubadas com o anticorpo secundário por 1 hora; (i) lavadas com TBS 

por 15 minutos (três lavagens de 5 minutos cada); (j) incubadas em substrato 

diaminobenzidina (DAB) por 2 minutos a temperatura ambiente, no escuro, para revelação 

(Kit DAB+CHROMOGEN DAKO); (k) lavadas em água destilada, contracoradas com 

Hematoxilina e montadas em lâminas com Entelan (Merck). Um total de 10 campos (40x) por 

amostra de placenta foram analisados. A intensidade da ANXA1 citoplasmática no trofoblasto 

viloso foi medida por densitometria. No total, 103 pontos aleatórios de cada placenta foram 

usados para análise densitométrica em uma escala arbitrária de 0 a 255. Núcleos celulares 

positivos para ANXA1, 8 hidroxiguanosina, γH2AX, OGG1 e APE- foram contados, assim 

como células positivas para caspase-3 clivada. A área das vilosidades foi quantificada pelo 

software Image J (NIH, Maryland, EUA) em todos os campos e calculada a razão entre o 

número de células positivas (Caspase 3) ou núcleos positivos por área vilosa. Todas as 

análises foram conduzidas no microscópio Axioskop 2-Mot Plus (Carl Zeiss, Jena, 

Alemanha), usando o software AxioVision. 

 

Tabela 1. Anticorpos para as reações imuno-histoquímicas ou ensaio de Western Blot em 

placentas humanas. 

 

Proteina Anticorpo Diluição Empresa 

Anexina A1 Anti ANXA1 - 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 -

camundongo 

1:100 Abcam 

Citoqueratina-7 Anti- citoqueratina7- camundongo 1:250 Dako 

γH2AX Anti- γH2Ax - coelho 1:800 Novus Biologicals 

OGG-1 Anti-OGG1 - coelho 1:100 Novus Biologicals 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

3.1.7. Obtenção do homogenato placentário  

Fragmentos de tecido placentário humano congelado foram transferidos para tubos de 

propileno contendo tampão de lise (Merck, Darmstadt, Alemanha) e um coquetel de 

inibidores de protease (comprimidos de coquetel de inibidor de protease sem EDTA, Roche, 

Suíça). 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 concentração de proteína no sobrenadante foi medida usando um ensaio de proteína 

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 proteína total foi usada em todos os grupos. As proteínas foram 

separadas eletroforeticamente usando SDS-PAGE 15%, antes de serem transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose de 0,45 μm (Millipore, Massachussetts, EUA). A transferência foi 

confirmada pela coloração das membranas com solução 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 tampão TBS. Em seguida, foram incubadas a 4° C com anti-βactina 

(1:2000; Novus Biologicals, Centennial, EUA) e anti-ANXA1 (1:5000; Invitrogen, Califórnia, 

EUA) em TBS-T-leite 3% durante a noite e lavado 3 vezes com tampão TBS. As membranas 

foram expostas a anticorpo conjugado com peroxidase de rábano (1:1000, Abcam, 

Cambridge, UK) em leite TBS-T a 3% por 1 h e lavadas 3 vezes com tampão TBS. Bandas 

imunorreativas (atividade da peroxidase) foram detectadas pelo método de 

quimioluminescência aprimorada (ECL), visualizado em filme fotográfico Hyperfilme. A 

análise quantitativa de ANXA1 foi medida por densitometria com o software Image J (NIH, 

Maryland, EUA). A β-actina foi usada como controle endógeno. 

 

3.2. Animais 

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de Imunomorfologia, 

IBILCE-UNESP, São José do Rio Preto e, em colaboração com a Profa. Dra. Sandra Helena 

Poliselli Farsky, coordenadora do Laboratório de Toxicologia Celular e Molecular, Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas, USP, São Paulo. O presente estudo foi aprovado e conduzido de 

acordo com as normas do Comitê Institucional de Cuidado e Uso de Animais da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (Protocolo 521 – ANEXO 3) 

Camundongos BALB/c de 5-6 semanas de idade, machos e fêmeas do tipo selvagem 

(WT) e Anxa1 -/- foram mantidos e reproduzidos no biotério da Escola de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (Brasil). Comida (Nuvilab) e água estavam 

disponíveis ad libitum (sem dieta hiperglicêmica). 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 fêmeas foram colocadas em gaiolas durante a noite com machos (3:1), e o 
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acasalamento bem-sucedido foi verificado na manhã seguinte pela presença de tampão 

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, Jacareí, SP, Brasil) para a coleta de amostras de placenta 

(seis de cada grupo: WT e Anxa1 -/-), de acordo com Hebeda e colaboradores (2018). As 

placentas foram processadas para inclusão em parafina, coloração por Hematoxilina-Eosina e 

análises imuno-histoquímicas, conforme descrito nas placentas humanas (itens 2.1.3 e 2.1.4), 

nas seguintes diluições: 

 

Tabela 2. Anticorpos para as reações imuno-histoquímicas em placentas de camundongos 

WT e Anxa1 -/-. 

 

Proteina Anticorpo Diluição Empresa 

Caspase3 Anti-Caspase3 - coelho 1:100 Cell Signaling 

APE-1 Anti-APE-1 - coelho 1:50 Novus Biologicals 

8-Hidroxiguanosina Anti-8 Hidroxiguanosina -

camundongo 
1:100 Abcam 

γH2AX Anti- γH2Ax - coelho 1:400 Novus Biologicals 

OGG-1 Anti-OGG1 - coelho 1:100 Novus Biologicals 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

3.3. Análises estatísticas 

Os dados citados aqui são apresentados como média ± desvio padrão (DP). 

Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para determinar se 

a distribuição dos dados era paramétrica ou não paramétrica. Em seguida, as diferenças entre 

os grupos foram avaliadas por teste t de Student. As análises foram realizadas no software 

GraphPad, versão 6.0, considerando o limite de significância estatística de 95% (p<0,05). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Dados clínicos maternos e perinatais 

As gestantes do grupo DMG, embora tratadas com uma combinação de insulina e dieta, 

apresentaram aumento dos níveis de hemoglobina glicada (HbA1c) quando comparadas ao 

grupo ND (Tabela 3). Entretanto, os valores estão 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 clínicos maternos e do recém nascido 
 

 ND (n = 6) DMG (n = 6) 

Idade materna (anos) 30,85 ± 6,11 29,43 ± 5,36 

IMC (Kg/m2) 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 

HbA1c (%) 5,36 ± 0,63 6,32 ± 0,82* 

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

Peso RN (g) 3062,00 ± 276,60 3540,00 ± 574,50* 

ND não diabético; DMG diabete melito gestacional, IMC: índice de massa corporal do terceiro trimestre de 

gestação; Idade gestacional no parto; HbA1c: Hemoglobina glicada do terceiro trimestre e Peso do recém-

nascido (RN). Dados apresentados em média ± desvio padrão.*p<0,05. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
 
 

4.2. Identificação histopatológica da placenta humana 

Nas condições controle (Figuras 10A e C) e DMG (Figuras 10B e D), identificamos os 

diferentes componentes dos vilos coriônicos. Nas vilosidades foi possível observar os nós 

sinciciais e o estroma rico em vasos sanguíneos fetais, além de outras células do tecido 

conjuntivo. 

Nos vilos placentários do grupo DMG, ocorreu aumento dos nós sinciciais e depósitos 

de fibrina ao longo das vilosidades. Ainda, alterações na integridade do trofoblasto, 

caracterizadas pela desorganização e destacamento dessas células, quando comparadas com o 

grupo ND. A imunomarcação com citoqueratina-7 foi utilizada para identificar as células do 

trofoblasto viloso (Figuras 10G e H). 
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Figura 10. Histopatologia e imunomarcação do trofoblasto em placentas de gestantes não diabéticas (ND) 

e diabéticas gestacionais (DMG). Caracterização dos vilos placentários nos grupos ND [A, C, E] e DMG [B, D, 

F]. Inserts destacam sinciciotrofoblasto [A] e nó sincicial [B]. Em DMG ocorreu predomínio de nós sinciciais 

(cabeças de seta preta) e regiões de depósitos de fibrina (asteriscos pretos). Presença de vasos sanguíneos 

(cabeças de seta brancas) nas placentas ND [C] e DMG [D], com predomínio de capilares e desorganização de 

células trofoblasticas (seta) nos vilos do grupo DMG. Coloração: Hematoxilina-Eosina. Barras: [A, B] 50 μm; 

[C, D] 20 μm . Imunomarcação com citoqueratina7 identifica trofoblasto viloso [E, F]. Contra-coloração: 

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

 

 
 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

4.3. DMG modula a expressão de ANXA1 em placentas humanas 

As análises da expressão proteica por reações imuno-histoquímicas e Western blot 

foram realizadas com o objetivo de verificar se a presença do DMG é capaz de modular a 

expressão placentária da ANXA1. 
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Nossas observações mostram que a proteína ANXA1 é expressa no núcleo e citoplasma 

do sinciciotrofoblasto nas placentas dos grupos ND e DMG (Figura 11).  No entanto, ocorreu 

redução na sua expressão no sinciciotrofoblasto do grupo DMG, confirmada pelo menor 

número de núcleos positivos e densitometria citoplasmática (Figuras 11F e G). A proteína 

também foi detectada em células de Hofbauer e neutrófilos fetais no interior dos capilares dos 

vilos. A quantificação da expressão proteica da ANXA1 no homogenato placentário por 

Western blot (Figura 11H, I) confirma os resultados observados nas reações de imuno-

histoquimica. 

 
Figura 11: Expressão proteica da ANXA1 nos vilos placentários. Imunorreatividade para ANXA1 detectada 

principalmente no núcleo (setas) e citoplasma (asteríscos) do sinciciotrofoblasto de placentas ND [A] e DMG 

[B]. Detalhes da expressão de ANXA1 nas células de Hofbauer [C] e neutrófilo fetal [D] no grupo DMG. 

Ausência de imunorreatividade no controle da reação [E]. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Barras: [A-

D]: 20 µm. Quantificação: número de núcleos marcados por área (10.000µ²) para ANXA1 [F] e densitometria 

citoplasmática [G]. Representativo de Western blot ilustrando a expressão de ANXA1 em ND e DMG [H]. A 

intensidade relativa da banda foi normalizada com a beta actina [I]. Dados apresentados em média e desvio 

padrão. *p<0,05; **p<0,01. (n=5 placentas/grupo).  

Fonte: elaborado pelo autor. 
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4.4. Expressão dos marcadores de dano ao DNA em placentas DMG 

Para investigar se a presença do DMG está relacionada à danos ao DNA na placenta foi 

realizada análises imuno-histoquímicas para detecção dos danos oxidativo, 8-

hidroxoguanosina (Figura 12A e B), e de dupla quebra na fita de DNA, γH2AX (Figura 12C e 

D). Os vilos placentários das gestantes portadoras de DMG apresentaram aumento desses 

danos no sinciciciotrofoblasto e nas células do estroma, quando comparadas com ND, dados 

confirmados pela quantificação dos núcleos marcados por área (Figura 12F e G). 

 
Figura 12: Expressão dos marcadores de dano oxidativo (8-hidroxoguanosina) e dupla quebra de DNA 

(γH2AX) nas vilosidades placentárias humanas. Imunorreatividade para 8-hidroxoguanosina [A, B] e γH2AX 

[C, D] nos núcleos (setas) de células trofoblásticas e mesenquimais em ND e DMG. Detalhes mostrando 

imunorreatividade nos núcleos. Ausência de imunorreatividade no controle das reações [E]. Contra-coloração: 

Hematoxilina de Harris. Barras: 20 µm. Quantificação: número de núcleos marcados por área (10.000µ²) para 8-

hidroxoguanosina [F] e γH2AX [G]. Dados apresentados como média e desvio padrão. ***p<0,001. (n=6 

placentas/grupo). 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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4.5. Expressão dos marcadores de resposta ao dano oxidativo e apoptose em 

placentas DMG 

A expressão 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 placentárias 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 redução da 

expressão nuclear em DMG (Figura 13 H e I).  Como consequência dessa redução, 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. Expressão das enzimas de reparo de DNA (OGG-1 e APE-1) e do marcador de apoptose 

(caspase3 clivada) nas células dos vilos placentários. Imunorreatividade para OGG-1 [A, B], APE-1 [C, D] e 

caspase-3 clivada [E, F] nos núcleos (setas e detalhes) das células do sinciciotrofoblasto e estroma viloso, em 

gestantes ND e DMG. Ausência de imunorreatividade no controle das reações [G]. Número de núcleos marcados 

por área (10.000µ²) para OGG-1 [H] e APE-1 [I] e caspase-3 clivada [J]. Contra-coloração: Hematoxilina de 

Harris. Barras: 20 µm. Dados apresentados em média e desvio padrão. *** p < 0,001. (n=5 placentas/grupo). 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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4.6. ANXA1 modula a expressão dos marcadores de danos ao DNA e a resposta 

celular placentária em camundongos Anxa1 -/-  

Para investigar a resposta celular placentária na ausência de ANXA1 foram realizadas 

análises imuno-histoquímicas para danos e reparo de DNA, nas regiões do labirinto e zona 

juncional, comparando camundongos WT e Anxa1 -/-, com o objetivo de consolidar os 

resultados obtidos nas placentas DMG. As placentas de camundongos Anxa1 -/- apresentaram 

aumento dos danos 8-hidroxoguanosina e γH2AX (Figura 14), bem como redução 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 Anxa1 -/- em relação ao WT. 

 
Figura 14. Expressão dos marcadores de danos ao DNA em placentas de camundongo. Imunorreatividade 

para 8-hidroxiguanosina [A - D] e γH2AX [E - H], nos núcleos celulares (setas) da zona juncional e labirinto de 

seções placentárias de animais WT e Anxa1 -/-. Ausência de imunorreatividade nos controles das reações [I]. 

Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Barras: 20 µm. Análises quantitativas de núcleos positivos para 8-

hidroxiguanosina na zona juncional [J] e labirinto [K], e γH2AX – zona juncional [L] e labirinto [M], em 63,2 

µ2. * p <0,05; ** p <0,01. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 
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Figura 15. Expressão dos marcadores de reparo de DNA (BER) em placentas de camundongo. 

Imunorreatividade para OGG-1 [A - D] e APE-1 [E - H], nos núcleos das células da zona juncional e labirinto. 

Detalhes mostrando núcleos positivos. Ausência de imunorreatividade no controle das reações [I]. Contra-

coloração: Hematoxilina de Harris. Barras: 20 µm. Análises quantitativas de núcleos positivos para OGG-1 na 

zona juncional [J] e labirinto [K], e APE-1 – zona juncional [L] e labirinto [M], em 63.2 µ2. Dados apresentados 

em média e desvio padrão. *p<0.05; p <0,01; ***p<0.001 (n=6 placentas/grupo). 

 

 
 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Figura 16. Apoptose em camundongos. Imunorreatividade para caspase 3 clivada na zona juncional [A, B] e 

labirinto [C, D] de seções de placentas de animais WT e Anxa1 -/-. Setas e detalhe mostram células positivas 

para caspase-3. Ausência de imunorreatividade em controles de reação [E]. Análises quantitativas de células 

positivas em 63,2 µ2 [F, G]. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. Barras: 20 µm. ** p <0,01. 

 

 
 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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5. DISCUSSÃO 

Investigações sobre os mecanismos relacionados com a fisiopatologia placentária são de 

fundamental importância e auxiliam no entendimento de complicações que podem 

comprometer a gestação e saúde embrio/fetal (BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 

2006; KNÖFLER et al., 2019). Na presente investigação, avaliando as placentas de gestantes 

portadoras de Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) e gestantes não diabéticas (ND), 

observamos que o DMG reduz a expressão da ANXA1 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 AnxA1 forneceu resultados semelhantes aos observados em 

placentas humanas DMG, confirmando o papel da proteína ANXA1 na resposta celular a 

esses danos de DNA em células placentárias.  

Dados da literatura indicam que a hiperglicemia materna está associada com aumento 

dos níveis de HbA1c (ADA, 2020). Nossos dados clínicos revelam que gestantes do grupo 

DMG, embora tratadas com a combinação de insulina e dieta, apresentaram aumento dos 

níveis de HbA1c quando comparados ao controle ND, corroborando estudo de Renz e 

colaboradores (2015). O aporte exagerado de glicose da mãe para o feto resulta em aumento 

da produção de insulina fetal. Classicamente, a glicose é o substrato (KNOPP et al., 1970) e a 

insulina o hormônio de crescimento do feto (NAEYE, 1965). Nossos resultados confirmam os 

observados na literatura, sugerindo que a presença da DMG, mesmo com o tratamento 

adequado, está relacionado com aumento do peso observado nos recém-nascidos. 

O grau de tolerância à glicose materna não influencia apenas os aspectos clínicos. 

Alterações na morfologia e fisiologia placentárias parece ser um fator comum a todos os tipos 

de desordens hiperglicêmicas, incluindo DMG, com prejuízo no transporte de nutrientes e 

oxigênio ao feto (ALENCAR, 2015). Histologicamente, nossos resultados qualitativos 

mostram que as vilosidades placentárias do grupo DMG apresentam alterações estruturais no 

trofoblasto, aumento de celularização e capilarização, além de maior predomínio de nós 

sinciciais e depósitos de fibrina, reforçando os dados descritos na literatura (TARICCO et al., 

2009; EL SAWY et al., 2018). Calderon e colaboradores (2007) realizaram análises 

morfométricas de placentas expostas a diversos níveis de hiperglicemia mostrando que, em 

gestantes DMG e portadoras de diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ou 2 (DM2), o tamanho, o 

número e a área total das vilosidades terminais eram semelhantes às placentas controle. No 

entanto, o índice de capilarização foi menor nas portadoras de DM1 e DM2 e intermediário no 

grupo DMG, demonstrando que a alteração na capilarização do vilo é proporcional no nível 
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glicêmico materno. 

Placentas de gestantes DMG apresentam, ainda, outros processos que culminam em 

prejuízo funcional ao órgão e, consequentemente, ao feto, como estresse de reticulo 

endoplasmático, inflamação e apoptose (SGARBOSA et al., 2006; MORELI et al., 2015; 

CORRÊA-SILVA et al., 2018; LORENZON et al., 2020). Vários pesquisadores, incluindo 

nosso grupo de pesquisa, têm demonstrado a ação da ANXA1 em diferentes modelos de 

inflamação, incluindo doenças inflamatórias crônicas, como a diabetes e obesidade 

(HEADLAND et al., 2015; MORELI  et al., 2015; DE PAULA-SILVA et al., 2016; MOLÁS 

et al., 2017; LACERDA et al., 2018). Nossas análises com placentas DMG mostram ANXA1 

expressa no núcleo e citoplasma do sinciciotrofoblasto, como descrito anteriormente por SUN 

e colaboradores (1996). Essa expressão é reduzida nas placentas de gestantes DMG, dados 

confirmados pela quantificação da imuno-histoquímica e no homogenato placentário por 

Western blot. 

Um papel central no desenvolvimento fetal de gestaçoes complicadas pela DMG pode 

ser atribuído à inflamação do tecido placentário (ALENCAR, 2015). Neste sentido, avaliar os 

resultados obtidos em placentas humanas e de animais Anxa1 -/- pôde elucidar o papel dessa 

proteína, classicamente anti-inflamatória, no contexto gestacional. Camundongos Anxa1 -/- 

exibem uma resposta inflamatória exagerada, caracterizada por aumento na migração de 

leucócitos e geração de IL-1β, e resistência parcial ou completa aos efeitos anti-inflamatórios 

dos glicocorticóides (ROVIEZZO et al., 2002). Em estudo relacionado com inflamações 

crônica e aguda foi observado um fenótipo inflamatório mais severo em camundongos Anxa1 

-/-, quando comparados aos controles WT (PATEL et al., 2012). Resultado semelhante foi 

encontrado em modelos de DM1 e 2, onde a deficiência dessa proteína em camundongos 

Anxa1 -/-, alimentados com dieta rica em gordura, desenvolveu um fenótipo diabético mais 

grave, caracterizado por níveis elevados de glicose no sangue, níveis elevados de insulina e 

aumento no OGTT (PURVIS et al., 2019). Esses resultados sugerem que o aumento da 

ANXA1 circulante é um mecanismo compensatório para proteger os tecidos dos efeitos 

deletérios da hiperglicemia, e pode estar limitando o desenvolvimento da hiperglicemia de 

maneira independente de insulina.  

A proteína ANXA1, além de mediar o processo inflamatório, está envolvida em 

importantes implicações fisiopatológicas, incluindo proliferação celular, diferenciação, 

apoptose e, muito desses processos estão relacionados com a resposta aos danos no DNA 

(SWA et al., 2012; VAGO et al., 2012; HAN et al., 2014). A localização nuclear dessa 

proteína tem sido pouco estudada e os resultados mostram que sua translocação para o núcleo 
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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 expressão 

dos marcadores de dano oxidativo (8- hidroxoguanosina) e dupla quebra (γH2AX) da fita de 

DNA no sinciciotrofoblasto e nas células mesenquimais, onde a expressão de ANXA1 nuclear 

é reduzida. Paralelamente, placentas de camundongos Anxa1 -/- exibiram os 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 ausência de AnxA1, 

camundongos Anxa1 -/- demostraram maior acúmulo de danos em relação aos WT, com 

resposta prejudicada a danos oxidativos, em células epiteliais da glândula mamária normal. A 

literatura indica que a quantificação da histona H2AX fosforilada (H2AX) corresponde a 

quebra dupla de DNA (MAH; EL-OSTA; KARAGIANNIS, 2010), e que a guanina oxidada 

(8-oxodG) possui grande importância biológica, pois é uma lesão mutagênica que induz as 

transversões da guanina para timina (MORELI et al., 2016; MARKKANEN, 2017), fato que 

demonstra a importância das análises desses marcadores de danos ao DNA. 

Para sobreviver e manter a integridade do genoma, os organismos possuem mecanismos 

de reparo de DNA que atuam de forma eficaz para remoção dessas lesões (FRIEDBERG, 

2003; BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006). Neste aspecto, nossos resultados indicaram 

que a placenta humana responde à DMG, com aumento dos danos oxidativos ao DNA e 

redução da expressão das enzimas de reparo da via BER, OGG-1 e APE- 1. Estes dados foram 

confirmados nas placentas dos animais Anxa1 -/-, assim podemos propor o possível 

envolvimento da proteína ANXA1 nessa resposta celular placentária. Investigações 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 os parâmetros de estresse oxidativo se 

acumulavam (MORELI et al., 2016). Diferentemente, os descendentes dessas gestantes 

apresentaram aumento da expressão dessas enzimas, com consequente prevenção dos danos 

ao DNA e morte celular (MORELI et al., 2014; MORELI et al., 2016). 

Estudos quantitativos de proteômica indicam que a ANXA1 desempenha um papel 

potencial na resposta aos danos causados no DNA (SU et al., 2010). Análises de 

bioinformática, de proteínas reguladas negativamente pela ANXA1, revelaram que ela está 

potencialmente implicada na resposta a danos no DNA pois, quando associada a Yap1 

(proteína regulada no cluster da via de resposta ao dano ao DNA), a superexpressão de 

ANXA1 resgata a resposta proliferativa em células epiteliais da glândula mamária de 
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camundongos Anxa1 -/- 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 consequência dos danos não reparados por acúmulo de mutações no 

genoma ou, ainda, por morte celular (COSTA et al., 2003; HUBLAROVA et al., 2010). De 

fato, nossa investigação 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 

Anxa1 -/-. Apoptose e seus mecanismos reguladores associados são eventos fisiológicos 

cruciais para a manutenção da homeostase placentária e o desequilíbrio desses processos pode 

comprometer a função da placenta e, consequentemente, o sucesso da gravidez (SGARBOSA 

et al., 2006).  

Nosso estudo aponta para a participação da ANXA1 nuclear nos processos relacionados 

aos danos do DNA, modulando a resposta celular. Na presença da DMG, essa interação é 

prejudicada levando ao processo de morte celular na placenta. De acordo com Xia e 

colaboradores (2018) o mecanismo e a função da migração nuclear de ANXA1, bem como os 

fatores que influenciam sua translocação, permanecem obscuros e são importantes para 

identificar como a ANXA1 desempenha seu papel como um "regulador nuclear" da 

sobrevivência celular. 

Finalmente, os resultados obtidos indicam que a expressão diferencial da ANXA1 na 

placenta altera a resposta celular relacionada aos danos de DNA, pela redução da expressão 

das enzimas de reparo da via BER, OGG-1 e APE-1, e pela consequente indução do processo 

de apoptose nesse tecido. Estes achados, que foram confirmados no modelo experimental com 

animais Anxa1 -/-, demonstram a relevância da proteína na resposta celular placentária. 

Em conjunto, nossos dados sugerem que a ANXA1 nuclear tem envolvimento com o 

DNA danificado, modulando a resposta celular. Na presença de hiperglicemia, essa interação 

é prejudicada levando ao processo de morte celular na placenta, com possíveis consequências 

funcionais a esse órgão. Assim, a ANXA1 pode ser um alvo potencial para o desenvolvimento 

de novas estratégias relacionadas com os processos gestacionais.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos, nas condições propostas, permitem concluir: 

 

1. Alterações no grau de tolerância para a glicose materna influenciam aspectos clínicos 

e laboratoriais em gestantes diagnosticadas com Diabete Mellitus Gestacional (DMG), 

apresentando aumento dos níveis de hemoglobina glicada (HbA1c) e do peso do recém 

nascido, quando comparadas às controles não diabéticas (ND). 

 

2. Histologicamente, as vilosidades placentárias do grupo DMG apresentam alterações 

estruturais, aumentos do depósito de fibrina, nós sinciciais e capilarização. 

 

3. Nos grupos ND e DMG a proteína anti-inflamatória Anexina A1 (ANXA1) é 

expressa no núcleo e citoplasma do sinciociotrofoblasto, com expressão reduzida nas 

placentas de gestantes DMG. 

 

4. A presença da DMG, associada à redução da ANXA1 nuclear, aumenta a expressão 

dos danos oxidativos (8-hidroxiguanosina) e dupla quebra da fita de DNA (γH2AX) e, ainda, 

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

 

5. Placentas de gestantes DMG, e com expressão reduzida de ANXA1 nuclear, 

apresentam aumento da apoptose no sinciciotrofoblasto e nas células estromais. 

 

6. A ausência da ANXA1, em placentas de camundongos Anxa1 -/-, aumenta a 

expressão dos danos oxidativos (8-hidroxiguanosina) e dupla quebra da fita de DNA 

(γH2AX), reduz a expressão das enzimas de reparo por excisão de base (OGG-1 e APE-1) e, 

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

 

Associadas, essas conclusões mostram que a expressão diferencial da ANXA1 no 

núcleo, em placentas do grupo DMG e Anxa1 -/-, está associada à resposta celular relacionada 

aos danos de DNA, com possíveis consequências funcionais neste órgão. 
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