RESSALVA

Atendendo solicitacao do
autor, o texto completo
desta dissertacao sera
disponibilizado somente a

partir de 08/03/2022



AV,
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A
u nesp ¥ 4ULI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

Mayk Ricardo dos Santos

Proteina Anexina Al: modulacdo em placentas de gestantes com
diagnostico de Diabetes Mellitus Gestacional

Sao0 José do Rio Preto
2021



Mayk Ricardo dos Santos

Proteina Anexina Al: modulacdo em placentas de gestantes com
diagnostico de Diabetes Mellitus Gestacional

Dissertagdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Biociéncias,
junto ao Programa de P6s-Graduacdo em Biociéncias,
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Sao José¢ do Rio Preto.

Financiadoras: CAPES (n° 88882.434451/2019-01) e
FAPESP (2019/19949-7)

Orientadora: Profa. Dra. Sonia Maria Oliani
Coorientadora: Profa. Dra. Jusciéle Brogin Moreli

Sao0 José do Rio Preto
2021



Santos, Mayk Ricardo dos
5237p Proteina Anexina Al: modulagio em placentas de gestantes com diagnostico de
Diabetes Mellitus Gestacional / Mayk Ricardo dos Santos. -- Sio José do Rio Preto,
2021

61 f. - 1l., tabs., fotos

Dissertagio (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp). Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio Preto
Orientadora: Sonia Maria Oliani

Coorientadora: Jusciéle Brogin Moreli

1. Histologia. 2. Anexina Al. 3. Placenta. 4. Diabetes gestacional. 5. Danos ao DNA.
L. Titulo.

Sistena de geracio automatica de fichas catalogrificas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Biociéncias Letras ¢ Ciéncias
Exatas, Sio José do Rio Preto. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Mayk Ricardo dos Santos

Proteina Anexina Al: modulacdo em placentas de gestantes com
diagndstico de Diabetes Mellitus Gestacional

Dissertagdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Biociéncias,
junto ao Programa de P6s-Graduacdo em Biociéncias,
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES (n° 88882.434451/2019-01) e
FAPESP (n° 2019/19949-7)

Comissao Examinadora

Profa. Dra. Sonia Maria Oliani
UNESP — Campus de Séo José do Rio Preto
Orientadora

Profa. Dra. Marina de Paula Silva
KLC - King's College London

Profa. Dra. Rejane Maira Goes
UNESP — Campus de Sao José do Rio Preto

Sao0 José do Rio Preto
08 de setembro de 2021



Aos meus ancestrais, por me trazerem até aqui, e aos meus avos: Maria, que tem a
forca de todas as Marias do mundo quando o assunto é lutar pelo bem das pessoas que ama,
e Zé Preto, que mesmo apds a morte me ensina a ndo ter medo de nada. Peco licenca para
compartilhar essa conquista com vocés.

Aos meus pais, Rose e Cicero, que sdo meus exemplos de forca, coragem e resiliéncia,
sempre me apoiaram e lutaram contra suas proprias dificuldades, sem questionar, para que

eu pudesse ter a melhor educacgao possivel. Muito obrigado!



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Sonia Maria Oliani, que me orientou durante todo o processo, me fez enxergar a
ciéncia com outros olhos, e me mostrou em cada fala e cada agdo o caminho para ser um
excelente pesquisador, assim como ela. Agradeco termos opinifes por vezes tao divergentes,
pois isso fortaceleu ainda mais os ensinamentos e minha caminhada até o encerramento deste
ciclo. Obrigado pelas broncas, elogios e por ser um exemplo de lideranca e sucesso

profissional.

A minha co-orientadora, Profa. Dra. Jusciéle Brogin Moreli, pela paciéncia, pelas trocas de
conhecimentos, discussdes e aprendizados durante o desenvolvimento deste trabalho, e por

sempre acreditar no meu potencial.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo auxilio concedido
(Processo n° 2019/19949-7).

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001 - Proc.
88882.434451/2019-01.

Ao Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE-UNESP), em especial ao
Departamento de Biologia, pela permissdo do uso de suas dependéncias durante a realizacao
desse trabalho, e ao Programa de P6s Graduacdo em Biociéncias, por possibilitar o

desenvolvimento do mesmo.

As queridas parceiras do Laboratério de Imunomorfologia do IBILCE, Rafaela, Stefanie,
Luana, Juliana, Moniele, e Profa. Dra. Flavia Lisoni. Obrigado por toda ajuda com o projeto,
mas também pelas validas discussfes nas reunides virtuais, pelos cafés, e reflexes sobre a
carreira e a vida. Fazer pesquisa nesse momento de pandemia tem sido extremamente
desafiador, e ter pessoas como vocés que incentivam e continuam lutando pela ciéncia é uma
motivacao necessaria. Agradeco, em especial, a Stefanie, que se tornou uma grande amiga pra
vida toda, sempre trazendo esperanca com sua visdo otimista, forca de vontade e qualidade de

trabalho impecével.



A todos os amigos que tive o privilégio de conhecer durante a graduacédo e que, desde entdo,
acompanham minha jornada pessoal e profissional, especialmente a Gabriela, Amanda,
André, Marcio, Aline, Matheus, Thais, Lucas e Raquel. Cada um de vocés, em algum
momento, contribuiu para que essa caminhada fosse mais leve e foram refugio em meio as

varias crises de ansiedade.

As minhas irmés, Layana e Laysa, pessoas que eu amo € que me apoiam, e ao meu grande
companheiro canino Luke, por ser meu parceiro durante a pandemia, me esperar em frente ao

portdo todos os dias e me receber com 0 amor mais genuino que existe.

As Profas. Dras. Claudia Bonini, Patricia Vilamaior e Lilian Casatti, que sempre me
incentivaram e foram importantes na construcdo do professor que eu me tornei e do Mestre

em Biociéncias que estou me tornando.

Ao Servigo Especializado de Diabete e Gravidez da Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB-UNESP), em especial & Profa. Dra. Iracema de Mattos P. Calderon, pelo fornecimento

do nosso objeto de estudo, as placentas humanas.

A Profa. Dra. Sandra Helena Poliselli Farsky, coordenadora do Laboratério Toxicologia
Experimental, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP, S&o Paulo, que forneceu as

placentas de camundongos.

A todos os funcionarios da Secdo Técnica de Pds-Graduacdo, em especial ao Erick Vivan,
pela gentileza e ajuda constante.

Por fim, a todos aqueles que, de forma direta ou indireta, colaboraram para a realizagcdo desse
trabalho.



“O inferno ndo sao os outros, pequena Halla. Eles sdo o
paraiso, porque um homem sozinho é apenas um animal.
A humanidade comega nos que te rodeiam, e ndo
exatamente em ti. Ser-se pessoa implica a tua méae, as
nossas pessoas, um desconhecido ou a sua expectativa.
Sem ninguém no presente nem no futuro, o individuo
pensa tdo sem razao quanto pensam os peixes. Dura pelo
engenho que tiver e perece como um atributo
indiferenciado do planeta.

)

Perece como uma coisa qualquer.’

Valter Hugo Mée — A desumanizacgéo (2017)



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.
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¢ . placental parenchyma
maternal circulation (with intervillous space)

(including spiral arteries)

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

anti-inflamatorio (peptideo Ac2-26) [A]. llustracdo do arranjo tridimensional dessa proteina [B].
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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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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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