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RESUMO

Sanches JCT. Efeitos da duracdo do diabetes mellitus tipo 1 sobre a placenta e o
desenvolvimento fetal em camundongos. [tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)].
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2014.

Perdas gestacionais, malformacdes e restricdo de crescimento intrauterino sdo frequentemente
associadas a gestacOes em portadoras de diabetes, nas quais as placentas apresentam
alteracdes estruturais e funcionais. Adicionalmente, o desenvolvimento de complicacGes
nessas gestacOes esta diretamente relacionado a gravidade e duracdo do diabetes. Apos
acumular sélido conhecimento sobre a decidualizagdo e implantacdo embrionéria, nosso
grupo desenvolveu um modelo de gestacdo complicada por diabetes do tipo 1 de longa
duracdo em camundongos, cujas caracteristicas sdo comparaveis aquelas observadas em
humanos. Os primeiros estudos nesse modelo foram centralizados na fase inicial da gestacéo e
mostraram alteragBes importantes na taxa de implantacdo embrionéria, nas dimensdes dos
sitios de implantacdo e na composicao molecular da matriz extracelular (MEC) do endométrio
e miométrio. Identificou-se também importantes alteracdes estruturais e ultraestruturais do
miométrio e na proliferacdo celular desse tecido. Visando a complementagdo desses estudos, a
proposta dessa tese foi analisar nesse modelo, o ciclo estral, o desenvolvimento fetal e a
organizacdo placentaria com énfase na expressao e distribuicdo de moléculas da MEC na
regido do labirinto. Para isso, o diabetes foi induzido por uma injecdo Unica de aloxana
(40mg/Kg). Foram incluidas nos grupos diabéticos as fémeas que apresentaram glicemia >
400 mg/dL. Essas foram subdivididas em dois grupos: curto prazo (30-50 dias) e longo prazo
(90-110 dias) em relacdo ao tempo de diabetes e o delineamento experimental. Fémeas
controles e diabéticas foram acasaladas com machos normais durante o periodo noturno e
mantidas até o 19° dia de gestacdo. Placentas e fetos foram coletados, pesados, subdivididos e
destinados a técnicas moleculares, bioquimicas e morfoldgicas. Ciclo Estral: os esfregacos
vaginais mostraram que o diabetes mellitus tipo 1 altera o perfil temporal das fases do ciclo
estral que, podendo levar ao anestro. Desenvolvimento Fetal: enquanto o diabetes de curto
prazo promove altas taxas de perdas embrionarias iniciais e restricdo de crescimento
intrauterino, o diabetes de longo prazo promove malformacdes, mortes fetais, restricdo de
crescimento intrauterino e aumento no peso placentéario. Placenta: todas as placentas
diabéticas apresentaram aumento e desorganizacdo da regido da zona juncional e, reducdo da
camada do labirinto com dilatacdo de seus vasos. O diabetes afetou de modo especifico a
expressao e deposicdo dos colagenos tipo I, 111 e V. Enguanto o diabetes de curto prazo
promoveu aumento na expressao e na deposi¢do de colageno I, no grupo de longo prazo a
expressdo e deposicdo do colageno tipo | foi semelhante ao controle. Interessantemente, a
expressao do colageno tipo Il variou apenas nos animais do grupo de curto prazo; 43%
apresentaram expressdo aumentada desse coldgeno e 57% apresentaram valores semelhantes
aos do controle mostrando a existéncia de estratégias de adaptaces especificas em cada
animal. Entretanto, a deposi¢do do colageno Il na placenta aumentou em ambos os grupos
diabéticos. O diabetes de curto prazo diminuiu a expressdo do colageno tipo V embora sua
deposicdo tenha aumentado em ambos 0s grupos diabéticos. Verificou-se ainda reducdo da
atividade da MMP9 no diabetes de curto prazo e aumento da atividade de MMP2 no grupo de
longo prazo. Em conjunto, nossos resultados reforcam a importancia do fator temporal para o
desenvolvimento de complica¢Ges do diabetes sobre a gestacdo e acresce informacdes sobre a
acao dessa disfuncdo metabolica no desenvolvimento placentario e fetal. Importantemente,
estes resultados mostram que estratégias especificas sdo desenvolvidas em busca de adaptacéo
dos animais em funcéo da diabetes.
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ABSTRACT

Sanches JCT. Effect of duration of diabetes mellitus type 1 on the placenta and fetal
development in mouse. [thesis (Doctoral thesis (Cell and Tissue Biology)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2014.

Gestational loss, malformations and intrauterine growth restriction are often associated with
pregnancies in women with diabetes, in which the placentas have structural and functional
changes. Additionally, the development of complications in these pregnancies is directly
related to the severity and duration of diabetes. After accumulating solid knowledge about the
mouse decidualization and embryo implantation, our group has developed a model of
pregnancy complicated by type 1 diabetes in mice, whose characteristics are comparable to
those observed in humans. The first studies on this model were focused on the early stages of
gestation and showed important changes in the rate of embryo implantation, dimensions of the
implantation sites and on the molecular composition of the endometrial and myometrial
extracellular matrix (ECM). In addition, important changes in the structure, ultrastructure and
in the cellular proliferation were also identified in the myometrium. Aiming to complement
these studies, the proposal of this thesis was to analyze in this model, the estrous cycle, fetal
development and the labyrinthine placental organization, with emphasis on the expression and
distribution of ECM molecules. To that, diabetes was induced by a single injection of alloxan
(40 mg/Kg). Females who have blood glucose > 400 mg/dL were included in diabetic group.
They were then subdivided into two groups: short term (30-50 days) and long term (90-110
days) in relation to diabetes duration and the experimental design. Controls and diabetic
females were mated with normal males during the night, and maintained until the 19th day of
gestation. Placentas and fetuses were collected, weighed and distributed for biochemical,
morphological and molecular approaches. Estrous cycle: vaginal smears showed that the
diabetes mellitus type 1 alters the temporal profile of the estrous cycle stages that depending
on the duration of diabetes, in some cases may lead to anestrus. Fetal development: while
short-term diabetes promotes high rates of early embryonic losses and intrauterine growth
restriction, long-term diabetes promotes malformations, fetal deaths, intrauterine growth
restriction and increased placental weight. Placenta: diabetic placentas were larger than
controls and exhibited structural disorganization of the junctional zone, reduced labyrinth
region and dilatation of its blood vessels. The duration of diabetes also have specifically
affected the expression and deposition of collagens type I, 11l and V. Whereas in short-term
diabetes the expression and the deposition of collagen | were increased, in the long term
group, the expression and deposition of type I collagen were similar to control. Interestingly,
the expression of collagen type Ill varied only in animals of the short-term group; 43%
showed increased expression of collagen and 57% showed values similar to those of the
control. Curiously, the deposition of collagen 111 was increased in both diabetic groups. In
addition, whereas short-term diabetes decreased the expression of collagen type V, its
deposition increased in both diabetic groups. It was also found reduced activity of MMP-9 in
short-term diabetes and increased activity of this enzyme in long-term group. Together, our
results reinforce the importance of the time factor for the development of diabetic
complications on pregnancy. Additionally, the present results add new and relevant
information concerning this metabolic dysfunction in placental and fetal development.
Importantly, these results show that specific strategies are developed seeking for better
adaptations to the diabetes.

Keywords: Placenta. Diabetes mellitus type 1. Extracellular matrix. Mouse.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Desenvolvimento da placenta de camundongos. .........cccceeveiveiieresieeseeseeie e 23
Figura 2: Caracteristicas morfoldgicas do ciclo estral do grupo controle. ...........cccccovevvevivennnne 42
Figura 3: Imagens de esfregacos vaginais obtidos diariamente de um mesmo animal por 10
dias consecutivos, ap6s 10 dias da indugao do diabetes.. .........coereiririreiiicieeeeeee e 42
Figura 4: Imagens de esfregacos vaginais obtidos diariamente de um mesmo animal por 10
dias consecutivos, apos 10 dias da inducdo do diabetes. ..........cccvevvvieiiieie i 43

Figura 5: Alteracbes do ciclo estral nos animais diabéticos apds 10 dias da inducdo do

(0= 1] (=SSR 43
Figura 6: Sequéncia de esfregacos vaginais coletados ao longo de 10 dias, apds 40 da inducao
08 GIADEBLES. ...ttt b e reenes 44
Figura 7: Perfil reprodutivo de animais acasalados sem inducgdo de diabetes (controle) e apds
30-50 € 90-110 dias de INUGAD. .......c.eeuerveriiiiiieriesieeeeee ettt bbb 44
Figura 8: Grafico de distribuicdo de peso de placentario (A) e fetal (B) de fémeas sem inducéo
de diabetes (controle) e ap6s 30-50 e 90-110 dias de iNdUGAO.. ........cccceevveeieieeireiie e 45
Figura 9: Correlacdo entre peso fetal e placentario de animais acasalados sem inducdo de
diabetes (controle) e ap6s 30-50 e 90-110 dias de iINAUGED. .........cceevvrveveeeieierece e 46
Figura 10: Morfologia da PlaCeNta. ..........cceouiiiiiiiiiiiieee e 47
Figura 11: Histomorfometria placentaria de animais controle e apds 30-50 e 90-110 dias de
INAUGAOD A0 IADELES.. ...cveiiiecieeie ettt et e st e e esaeesteesreaneesraeee s 48
Figura 12: Coloragéo pelo picrosirius e imunofluorescéncia de componentes da MEC........... 49

Figura 13: Expressdo génica de componentes da MEC avaliada por gRT-PCR em placentas
dos grupos de animais acasalados sem inducdo de diabetes (controle) e apds 30-50 e 90-110
(oL F= 0 (o] Lo L1 o (o J PRSPPI 50
Figura 14: Avaliagdo quantitativa dos ensaios de zimografia em gel para MMP2 e MMP9
realizados em placentas dos grupos experimentais sem inducéo de diabetes (controle) e apos
30 € 90 dias e INAUGED. .....c..eeueeiiieieiie ettt bttt sbe et enee e 51



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Primers utilizados no gPCR

Tabela 2: Parametros fisiopatologicos

ao final da gestagao .........ccccceevvevieiieieerne e,



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADA: American Diabetes Association

AID: Associacao Internacional de Diabetes

NOD: Camundongos diabéticos ndo obesos, do inglés non-obese diabetic mouse
CEEA: Comissdo de Etica em Experimentacio Animal

COBEA: Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

Collal: RNAm do colageno tipo 1 alfa 1

Col3al: RNAm do coléageno tipo 3 alfa 1

Col5al: RNAm para o colageno tipo 5 alfa 1

CTG: Células trofoblasticas gigantes secundarias

D: Dias ap06s a inducéo do diabetes

DG: Dia da gestacéo

DMG: Diabetes Mellitus gestacional

Fnl: RNAm para fibronectina

FSH: Horménio foliculo estimulante

GnRH: Hormonio liberador de gonadotrofina

IADPSG: Grupo da Associagéo Internacional de Estudo de Gravidez, do inglés International
Association of the Diabetes and Pregnancy Study Groups

LBR/MEC: Laboratério de Biologia da Reproducédo & Matriz Extracelular
LH: Horménio luteinizante

MEC: Matriz extracelular

MMP: Metaloproteinases

NKu: Linfocitos natural killer uterinos

SNC: Sistema nervoso central

UPA: Fator ativador de plasminogénio tipo uroquinase

PAS: Reacéo do acido periodico de Schiff

SDS: Dodecil sulfato de sédio

TIMP: Inibidores de metaloproteinases tecidual



LISTA DE SIMBOLOS

AACt: Comparative Ct Method



SUMARIO

1 INTRODUGAO . .....c.ociiiieeeeeeeeees ettt ettt n sttt 18
I O ol (oI (=] o1 0o (1] 1Y I OSSPSR 19
O I R o 0 o] {0 OO OO UP PP PPRP 19
O 1 o T TSP UPRPR 19
I G T Y/ =) =TT 1 o PRSPPI 20
I S B T 1T o TSR PP TURURPRPRN 20
1.2 Implantagdo € deCidUAlIZAGAOD ..........ccueriiiiiiiirieeee e 21
1.3 PIACENTAGAD ... ettt bbbt et 22
1.4 DiabeteS MEIITUS. .....cveieieiiecicee ettt sb et nreas 25
1.4.1 Diabetes Mellitus tIPO L......ccooiiiiiiieiicse et 25
1.4.2 DiabeteS MEITUS TIPO 2......ooiiiiiiieiiie e 26
1.4.3 Diabetes mellitus gestacional (DMG) ..........cooiiiiiiiiiniieeeese e 26
1.4.4  AREraghes NOIMONGIS ........cc.eiiiiiiie e re e sra e e 26
1.4.5 AREraches geStaCiONANS. .....cc.ciueiieieieesie ettt ste e sre et ae e reesre e e sreeee s 27
2 OBUIETIVOS. ...t e et et e et e e et e e et e e st e e e anbe e e anteeeanaeeenneeas 31
2.1 Definicdo do perfil fisiopatoldgico e reprodutivo do modelo de diabetes por meio da
avaliagao dos SEQUINTES PATAMETIOS: ....c.civiiviiiiriiriieieeeeie ettt 32
2.2 Avaliacado da placenta e do feto por Meio de: ......cccvevveiieiieiie i 32
3 MATERIAL E METODOS ......ooviieieieeeiieese e tenee s sen s sen s, 33
3.1 INAUGAOD A0 TIADETES ...t bbb 34
3.2 ESTregag0S VAGINAIS .....coveiveiuieiieiieiieie sttt sttt sttt tesb e bbbt enes 34
3.3 Acasalamento e coleta de @mMOSIFAS .......ccveierieiieiieie e 34
3.4 Analises NiStOMOrTOMELIICAS .......cveiveiiiiiiie e 35
3.5 Identificagéo de colageno e de células de glicOgéNio. ..........cocvviriiiiieieiesc e 36
3.6 IMUNOIOCAIIZAGED .....o.veviiiiiicieeee et 37
3.7 PCR EMIEMPO FEAL.....cviiiiiiieie et ne e 37
3.8 ZIMOGIAFiA c.oeiiviiieie e e ra e 38
3.9 ANALISES ESTALISTICAS ...e.vveveeiieeieeie e sie e ee sttt et ste et e e s e sre et e s e nreeneeenee e 39
O e 1 1 1 I [ 1 TP 40
4.1 Parametros fisiopatol0gicos do MOEI0 ........cccveieiiieieiece s 41
O O T [0 I X1 £ - | PRSPPI 41

4.3 Perfil reprOaULIVO.......ccui ittt et et e e e e e nneenee e 44



4.4 Perfil gestaCioNal .........cccooiiiiiiicee s 45

4.5 Morfologia e morfometria da plaCcenta...........ccooveieiieiiiiiiiie s 46
4.6 Analise dos componentes da IMEC...........cccooiiiiieiicie e 46
4.6.1 IMUNOIOCANIZAGAOD.........oieeie ettt 47
4.6.2 Expressdo e degradacdo das moléculas da MEC ............cccccoovviiiiiieienese s 48
5 DISCUSSAO.......coieiieeiiieiee ettt 52
5.1 Parametros fiSiopatOlOQICOS .......ccvveiuiiieiieie ettt es 53
5.2 CUCIO BSIIAL ...ttt 53
5.3 Perfil FEPrOTULIVO. .....c.eiiiiiiiieiti et bbb 54
5.4 Perfil gestaCional .........ccooiiiiiiiiiiie s 55
5.5 Morfologia plaCentaria...........ccoeiiiiiiii i 56
5.6 MALriZ @XIFACEIUIAT ......ocviiiiiiciciee et bbbt 56
B CONCLUSOES ..ottt 60

REFERENCIAS ..o et e e e e e e et e e e et e et e e et et e es et e e e s e e et e es e e s e es e 62



1 INTRODUCAO



19

1.1 Ciclo reprodutivo

O ciclo reprodutivo de camundongos é conhecido como ciclo estral e, do mesmo modo
que o ciclo menstrual de mulheres é marcado por mudancas na estrutura dos 6rgdos genitais e
dos tecidos uterinos. O ciclo estral tem duracéo de 4 a 5 dias e nele sdo reconhecidas quatro
fases, cada qual com caracteristicas morfolégicas e duragdo distintas. As fases do ciclo estral
podem ser identificadas pelas caracteristicas morfologicas e tintoriais de esfregacos vaginais,
corados por meio da técnica descrita por Shorr (1) e, também, pelas caracteristicas
morfoldgicas do utero (2). O ciclo estral é subdividido em quatro fases: proestro, estro,

metaestro e diestro cujas caracteristicas morfofuncionais serdo descritas a seguir.

1.1.1 Proestro

O proestro tem duracdo média de 12 horas e é considerado como a fase preparatoria
para a receptividade ao macho. Histologicamente esta fase é caracterizada pela proliferacéo
dos fibroblastos endometriais e por consideravel aumento dos capilares sanguineos no
estroma endometrial. Estas modificacfes sdo promovidas pelo estrogeno produzido por
células da camada granulosa dos foliculos ovarianos em processo de desenvolvimento. Os
niveis séricos de estrégeno em elevacdo também atuam estimulando a atividade proliferativa
do epiteélio vaginal. O esfregaco vaginal € caracterizado pela predominancia de células basais
e intermediarias. As células basais apresentam-se arredondadas, com nucleo de cromatina

frouxa e sdo, em sua maioria, basofilas quando coradas pelo Shorr (2,3). Esta fase também se

caracteriza pela auséncia quase total de leucdcitos.

1.1.2 Estro

Durante o estro, as fémeas encontram-se receptivas ao macho. Nesta fase, o Utero se
se comparado ao proestro, encontra-se edemaciado e hipertrofiado, com vasos sanguineos
mais dilatados e evidentes. Além disso, a luz uterina esta ramificada e o endomeétrio repleto de
glandulas. A alta producdo de estrogeno pelas células granulosas dos foliculos ovarianos
induz a liberacdo do hormonio luteinizante (LH) pela hipofise, responsavel pela ruptura dos
foliculos ovarianos maduros e liberacdo dos ovdcitos. A duracdo média desta fase é de 24

horas. O epitélio vaginal apresenta maxima espessura e suas células superficiais s&o
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cornificadas e anucleadas. Estas células poligonais, anucleadas e acidéfilas predominam no
esfregaco vaginal, isoladas ou em grumos (2,3).

1.1.3 Metaestro

Esta fase ocorre ap6s a ovulagdo, quando os niveis de progesterona aumentam em
consequéncia da formacdo do corpo lateo. Células epiteliais glandulares e luminais do
endomeétrio ainda se encontram em atividade proliferativa identificada por numerosas figuras
de mitose. Ocorre também o inicio da migracdo de leucdcitos polimorfonucleares através do
epitélio luminal. Esta fase dura aproximadamente 10 horas e pode ser dividida em Metaestro |
e Il de acordo a predominancia dos tipos celulares encontrados no esfregaco vaginal. O
metaestro | é caracterizado por esfregacos com células epiteliais superficiais cornificadas e
também da camada intermediaria. Os esfregacos contém grande quantidade de leucdcitos
polimorfonucleares. No metaestro Il ocorre aumento de células epiteliais intermediarias e

basais e de leucdcitos polimorfonucleares (2,3).

1.1.4 Diestro

O diestro, a fase de duracdo mais longa do ciclo estral (de 54 a 57 horas), é
caracterizada pelo predominio de progesterona circulante. As dimensdes e a morfologia do
Utero sdo semelhantes as observadas em proestro. E um periodo marcado pela regeneragdo do
Utero a partir da proliferacdo e diferenciacdo de fibroblastos do estroma endometrial. O
esfregago vaginal nesta fase € caracterizado essencialmente pela presenca de muco e
leucdcitos polimorfonucleares e poucas células epiteliais basais (2,3).

O diestro pode ter sua duragdo alongada, caracterizando o anestro, situacdo em que o
ciclo reprodutivo encontra-se interrompido (3). A interrupcdo do ciclo pode ocorrer como
consequéncia do envelhecimento do animal, ou ainda por alteracbes da sinalizacdo sobre o
eixo hipotalamo-hipo6fise-ovarios (4).

Na ocorréncia de acasalamento durante o estro, o corpo lateo se mantém funcional e
sintetiza além de estrogeno, altos niveis de progesterona. Ambos os hormonios atuardo via
receptores especificos, nos tecidos uterinos preparando o endométrio para a implantacdo do

embrido. Caso ndo ocorra o acasalamento, os corpos luteos degeneram (5,6).
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1.2 Implantacéo e decidualizacio

Durante a gestacdo, o endométrio sofre uma série de modificacdes celulares,
moleculares e funcionais necessarias para receber e desenvolver o embrido. A interacdo do
embrido com o organismo materno ocorre por meio de uma relagdo celular e molecular
dindmica conhecida como “interface materno—fetal”. Essa interagdo envolve quatro etapas:
(i) a implantacdo do embrido (ii), a formacdo da decidua (iii), a invasdo dos vasos
endometriais pelo trofoblasto (iv) e a formacéo da placenta (7,8).

O estroma endometrial de animais ndo prenhes é formado por tecido conjuntivo frouxo
que abriga uma populacdo especial de fibroblastos capazes de responder de modo especifico
aos hormdnios esterdides ovarianos. Os fibroblastos endometriais exibem longos processos
citoplasmaticos e sdo imersos em abundante matriz extracelular (MEC) (9).

Ap6s o acasalamento, e sob a influéncia sequencial dos horménios ovarianos
estrogeno e progesterona, o0 endométrio € preparado para receber o embrido. Em
camundongos, a implantacdo ocorre na manhd do 5° dia de gestacdo (DG) e promove
modificacdes estruturais e funcionais nos diferentes compartimentos uterinos. A mais
marcante delas € a aquisicdo de um fenotipo epitelidide pelos fibroblastos endometriais da
regido antimesometrial uterina. Este novo fenétipo € traduzido na aquisicdo progressiva de
novas propriedades funcionais e que levam a formacédo, de um novo tipo celular denominado
de célula decidual (10-13). Em contraste com os fibroblastos que lhes deram origem, as
células deciduais sdo volumosas e poligonais. O reticulo endoplasmatico granular e o
complexo de Golgi sdo bem desenvolvidos nestas células. Esses fibroblastos passam a ter um
arranjo epitelidide por meio do desenvolvimento de extensas areas de juncdes intercelulares,
onde se alternam jungdes do tipo aderentes e comunicantes (14). Destaca-se, durante este
processo de modificacdo tecidual, a expressdo de proteinas como a conexina 46 (15) e a
desmina (16), ambas consideradas como marcadores da diferenciacao decidual.

A decidualizagdo em roedores se inicia no estroma subepitelial da regido
antimesometrial do endométrio que circunda a cripta onde o embrido esta implantando (7,17)
estendendo-se, posteriormente, para as regides mais profundas em direcdo ao miométrio. Nos
dias subsequentes (6°-8°DG) a implantacdo do embrido, este processo se expande para a
regido mesometrial do Utero. As populacdes celulares destas duas regifes tém morfologia,
funcdo e destinos diferentes no decorrer da gestacdo (12,18). Enquanto a decidua

antimesometrial é uma estrutura transitéria que, em camundongos, involui do 9° ao 14°DG
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(19), a decidua mesometrial constituira a porcdo materna da placenta permanecendo até o
final da gestacéo.

Muitas séo as funcdes propostas para a decidua antimesometrial: i) fornece suporte
estrutural e nutricional (10,19-22); ii) funciona como uma glandula enddcrina provisoria
produzindo uma série de moléculas, entre elas hormonios e fatores de crescimento (23-27);
iii) atua no controle da invasdo do trofoblasto e (iv) na modulacdo do sistema imunoldgico
materno (28-32).

Por meio dessas ac¢Ges bioldgicas, a decidua antimesometrial atua como uma estrutura
essencial para a convivéncia de tecidos geneticamente diferentes como s&o 0s maternos e 0s
embrionarios (14).

Um dos principais focos de investigacdo do Laboratorio de Biologia da Reproducéo
(LBR/MEC) nos ultimos anos é a matriz extracelular (MEC) do endométrio. Esses estudos
mostraram que a formac&o da decidua é acompanhada de uma profunda remodelacdo da MEC
abrangendo varios tipos de colageno, (29,31,33-35), glicosaminoglicanos (36) e
proteoglicanos (37-39). A decidua e a matriz extracelular a ela associada, desempenham
funcBes essenciais para o0 sucesso gestacional que compreende o desenvolvimento do embrido

e a formacdo da placenta.

1.3 Placentacao

A placenta é um 6rgdo provisorio responsavel pelos processos de nutri¢do, excrecdo e
outras importantes func¢fes do embrido. Assim como a implantacao, o processo de formacéo e
organizacao da placenta envolve a interacdo de células de ambos os organismos, materno e
fetal, que varia vastamente entre as diferentes espécies.

A placenta se desenvolve como consequéncia de um complexo processo de
diferenciagéo de células derivadas do blastocisto e de células maternas. Células do blastocisto
originam: células trofoblasticas, células mesenquimais, vasos sanguineos e celulas sanguineas
fetais enquanto que 0s componentes maternos da placenta em primatas e roedores estdo
representados por células deciduais mesometriais, vasos sanguineos, células do sistema
imunoldgico e células sanguineas maternas. Deste modo, células derivadas de ambos,
blastocisto e mée, formam a interface materno-fetal, local onde as células dos dois
individuos estdo intimamente associadas e interagindo entre si. A comunicagdo entre estes
dois organismos, na regido da interface materno-fetal, é fundamental para o desenvolvimento

adequado do concepto e, consequente sucesso da gestacdo (40,41).
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Na placenta de roedores (Figura 1), 0s componentes maternos se organizam em uma
estrutura denominada de decidua mesometrial, enquanto os componentes fetais sdo
originados a partir da diferenciacdo do cone ectoplacentario e do ectoderma

extraembrionario associado ao mesoderma alantoideano.

Cone ectoplacentario

Trofoblasto polar

Massa celular
interna

Ectoderma

extraembrionario Decidua mesometrial

Mesoderma
N extraembrionario

Zona Pelucida

Trofoblato mural

Células gigantes
do trofoblasto

Figura 1 — Desenvolvimento da placenta de camundongos. Adaptado Malassiné et al 2003 e Rossant e Cross
2001 (40,41)

O desenvolvimento da decidua mesometrial é posterior aquele da decidua
antimesometrial e se inicia entre 0 6° e 8°DG. Esse processo envolve, essencialmente, a
transdiferenciacdo dos fibroblastos mesometriais em células deciduais. As deciduas
antimesometrial e mesometrial tém destinos e fungdes diferentes. Enquanto a primeira
constituiu uma barreira inicial a invasdo do trofoblasto a segunda dara origem a placenta. O
processo de decidualizacdo desta regido também se caracteriza pela migracdo de linfocitos
granulosos (denominados de natural killer uterinos (NKu) e células imunorreguladoras e, por
uma intensa angiogénese, que leva a formacdo de uma ampla rede vascular (42). As células
deciduais mesometriais e as NKu participam da morfogénese decidual, da remodelagdo dos
vasos sanguineos mesometriais e do controle da invasdo do trofoblasto, processos
imprescindiveis para o estabelecimento da circulacdo materno-fetal (43,44).

O trofectoderma € a primeira populacao celular a se diferenciar no embrido e forma o
revestimento externo do blastocisto. Internamente, esta a massa celular interna formada por
um aglomerado de poucas células indiferenciadas as quais, posteriormente, dardo origem a
todo o corpo do embrido e, uma cavidade denominada de blastocele. As ceélulas do

trofectoderma que se sobrepdem a massa celular interna se diferenciam no trofoblasto polar,
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enquanto que as demais formam o trofoblasto mural. Na regido mural ocorre a diferenciacio
das células trofoblasticas gigantes primarias responsaveis pela implantacdo do blastocisto
na regido antimesometrial uterina. Com o desenvolvimento embrionario, as células
trofoblasticas gigantes passam também a revestir externamente, 0 saco vitelinico. Estas
células gigantes sdo as primeiras a invadir a decidua antimesometrial abrindo os capilares
endometriais e fazendo contato com o sangue materno.

Ainda nas fases precoces da implantacdo embrionaria as células do trofoblasto polar
originam duas estruturas: o ectoderma extraembrionario e o cone ectoplacentario. Ao se
associar com o mesoderma alantoideano o ectoderma extraembriondrio origina o corio (~9°
DG), estruturando a placenta corioalantoideana ou definitiva.O mesoderma alantoideano
induz a formacdo dos vasos fetais da placenta e, desta forma, da organizacdo do labirinto
placentario, responsavel pelas trocas moleculares entre mée e feto (45-47).

O cone ectoplacentario é formado por células trofoblasticas gigantes secundarias
situadas perifericamente em contato com a decidua, e por um grupo de células proximas ao
embrido. Essas células proliferam e, posteriormente, dardo origem ao espongiotrofoblasto.

A placenta corioalantoideana madura é subdividida em quatro regides: (i) decidua
mesometrial, (ii) zona juncional (regido formada por células trofoblasticas gigantes
secundarias (CTG) e células do espongiotrofoblasto, dentre as quais se também estdo
presentes células de glicogénio), (iii) labirinto e (iv) placa coriénica (40,45). A zona
juncional produz e armazena hormonios e fatores de crescimento com intmeras funcoes,
inclusive a de participar na inducdo da formacdo de capilares fetais do labirinto subjacente
(41).

As células gigantes trofoblésticas secundarias invadem e fagocitam a decidua
mesometrial (46). Durante este processo estas células expressam e secretam o fator ativador
de plasminogénio tipo uroquinase (UPA) e metaloproteinases (MMP), enzimas proteoliticas
envolvidas na degradacdo da matriz extracelular e na regulacdo da migracdo e adesdo
celulares (48,49). As células gigantes trofoblasticas secundarias cessam a invasdo da decidua
mesometrial ao redor do 13° DG. Uma segunda populacdo de células trofoblésticas , as
células de glicogénio também adquirem um comportamento invasivo a partir do 10° DG (50)
participando da remodelacdo dos vasos arteriais endometriais, na medida em que substituem
as camadas endotelial e muscular. Estas células também expressam uPA durante sua fase
invasiva (48). As células do espongiotrofoblasto e as células gigantes trofoblasticas
secundarias secretam e armazenam horménios, como as proteinas A e B semelhantes a

prolactina (51) e o horménio lactogénio placentario (52).
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O sangue materno atravessa parte da decidua mesometrial e a zona juncional por meio
de canais arteriais revestidos por ceélulas trofoblasticas, alcancando a placa coridnica.
Finalmente, em um fluxo reverso, o sangue alcanca a regido do labirinto e banha o
trofoblasto, permitindo, dessa maneira, o intercambio molecular entre os organismos materno
e fetal. No labirinto, o trofoblasto se organiza em trés camadas: duas camadas sinciciais
(sinciciotrofoblasto), em contato com 0s vasos sanguineos fetais, e uma camada de células

individualizadas (citotrofoblasto) em contato com sangue materno.

1.4 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus é definido como um grupo de doencas metabdlicas caracterizado
por hiperglicemia que resulta de defeitos na secrecdo de insulina, na acdo inadequada da
insulina, ou de ambos. A hiperglicemia cronica do diabetes promove danos em diferentes
6rgdos, especialmente olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos (53).

Os sintomas de hiperglicemia exacerbada incluem poliuria, polidipsia, perda de peso,
as vezes polifagia, além de visdo turva. Alteracdo no crescimento e susceptibilidade a certas
infeccbes também podem acompanhar a hiperglicemia crénica. O diabetes ndo controlado e
de longa duracdo pode levar a alteragdes mais graves que incluem retinopatia com potencial
perda de visdo, nefropatia levando a insuficiéncia renal; neuropatia periférica com risco de
Ulceras e amputacdes nos pés, e, neuropatia autondmica causando sintomas cardiovasculares,

gastrointestinais, genitourinarios e disfuncao sexual (53).

1.4.1 Diabetes mellitus tipo 1

Designando em tempos passados como diabetes juvenil ou insulinodependente, o
Diabetes Mellitus tipo 1 ¢ resultante da destruigdo autoimune das células f do péancreas,
levando, geralmente, & absoluta deficiéncia de insulina. Representa de 5-10% dos casos de
diabetes. Aparece comumente na infancia e adolescéncia, embora possa surgir na vida adulta.
A destruicdo autoimune das células B ¢ influenciada por fatores genéticos e ambientais e,
muito possivelmente, por outros fatores ainda ndo completamente conhecidos (53).

Os portadores dessa doenga, raramente sdo obesos. Alguns pacientes, em particular
criancas e adolescentes, podem apresentar cetoacidose como primeira manifestacdo da
doenca. Outros tém modesta hiperglicemia em jejum, que pode mudar rapidamente a

hiperglicemia grave e/ou cetoacidose na presenca de infeccdo ou outro estresse (53).
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1.4.2 Diabetes mellitus tipo 2

Esse tipo de diabetes representa cerca de 90-95% dos casos de diabetes. No passado
era referida como diabetes nao insulinodependente ou diabetes do adulto. Abrange individuos
que tém resisténcia a insulina e, geralmente, tém relativa deficiéncia de insulina, podendo esta
tornar-se absoluta.

A resisténcia a insulina é caracterizada pela incapacidade dos tecidos de responder a
insulina devido a alteracGes nas vias de sinalizacao disparadas pelos receptores de insulina. A
maioria desses pacientes é obesos e, a condicdo de obesidade, pode provocar algum grau de
resisténcia a insulina. Em geral, nos pacientes ndo obesos 0 aumento da porcentagem de
gordura corporal estd predominantemente distribuida, na regido abdominal. A cetoacidose
raramente ocorre espontaneamente.

O risco de desenvolver esta forma de diabetes aumenta com a idade, a obesidade, e
falta de atividade fisica. Ocorre mais frequentemente em mulheres com prévia diabetes
mellitus gestacional (DMG) e em individuos com hipertensdo ou dislipidemia, e varia de
acordo com racas e subgrupos étnicos. Frequentemente é associada com uma forte

predisposicdo genética, ainda ndo completamente elucidada (53).

1.4.3 Diabetes mellitus gestacional (DMG)

Por anos, 0 DMG foi definido como qualquer grau de intolerancia a glicose com inicio
ou primeiro reconhecimento durante gravidez. Embora a maioria dos casos se resolva apds o
parto, ndo se exclui a possibilidade de extensdo da intolerancia a glicose apos a gestacao.

Desde 2008, a Associacdo Internacional do Diabetes (AID) e o Grupo de Estudo de
Gravidez (IADPSG) juntamente com representantes de organizagdes obstétricas e diabéticas,
incluindo a American Diabetes Association (ADA), estabeleceram um consenso internacional
recomendado que mulheres que apresentem fatores de risco para a diabete na primeira

consulta do pré-natal sejam mais bem investigadas ao longo da gestagéo (53).
1.4.4  Alterages hormonais
O diabetes também esta associado a desequilibrios nos niveis e na acdo dos hormonios

esteroides sexuais levando ao comprometimento da fungdo reprodutiva. O diabetes parece

interferir na producdo dos hormonios esteroides sexuais em multiplos niveis. Entretanto, 0s
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mecanismos responsaveis por esta associa¢do, ndo estdo ainda completamente esclarecidos
(54). Neste contexto, nota-se que as portadoras de diabetes mellitus do tipo 1 apresentam
acentuado atraso da menarca, irregularidades do ciclo menstrual, amenorreia (oligomenorréia
ou polimenoréia), menopausa precoce e baixa fertilidade (55-58).

Estudos demonstram que, em humanos, tanto o diabetes tipo 1 quanto o tipo 2 séo
caracterizados por diminuigdo dos niveis circulantes de estrogénio (59,60). Ressalta-se, que as
portadoras de diabetes do tipo 1 apresentam reducdo precoce nos niveis de estrogénio ainda
na fase de pré-menopausa, sugerindo que este declinio hormonal ndo seja diretamente
relacionado com a idade. Além dos niveis de estrogénio reduzidos, as mulheres portadoras de
diabetes tipo 2 também apresentam niveis de androgénios elevados (61). Ha sugestdo de que
a hiperinsulinemia reduz a capacidade dos ovarios para converter andrégenos em estrogénio,
provavelmente devido a uma reducdo da atividade da aromatase ovariana (61).

Semelhante aos resultados obtidos em humanos, modelos animais de diabetes
apresentaram além de reducdo na producdo de progesterona, valores reduzidos de estrdgeno
(62-64). Esses achados sugerem que a esteroidogénese esteja relacionada com a diminuicao
da secrecdo do hormdnio liberador de gonodotrofina (GnRH) (65) e/ou de gonadotrofinas,
promovendo, consequentemente, reducdo no numero de seus receptores nas células do ovario
ou ainda, alteragOes na afinidade destes hormonios aos seus receptores (62).

Camundongos NOD, do inglés non-obese diabetic mouse, apresentam modificacfes
genéticas que aumentam a frequéncia de desenvolvimento de diabetes autoimune. As fémeas
NOD desenvolvem diabetes com maior frequéncia do que os machos. Machos submetidos a
orquidectomia também apresentam maior suscetibilidade para desenvolver diabetes (66).
Estes dados indicam que os horménios sexuais influenciam no desenvolvimento de diabetes
em camundongos NOD.

No entanto, em modelos animais, o efeito das drogas utilizadas para indugéo do

diabetes sobre 0 eixo hipotdlamo-gbénada ainda ndo estd completamente esclarecido (67,68).

1.45 AlteracOes gestacionais

As gestacdes diabéticas estdo associadas com uma maior incidéncia de perdas
gestacionais, malformag0es, retardo do crescimento intrauterino ou macrossomia (69). As
causas destas alteragOes ainda ndo foram totalmente esclarecidas, entretanto, a identificagdo
dos fatores que contribuem para as complicacbes do diabetes na gestacdo € fundamental para

0 seu entendimento. Neste contexto € importante reconhecer que existem diferentes tipos de
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diabetes, com caracteristicas distintas. As diferencas no tempo e tipos de diabetes podem
explicar a ocorréncia de resultados contraditorios como o retardo do crescimento intrauterino
vs. macrossomia. Na maioria das gestantes portadoras de diabetes do tipo 1 severo observa-se
vasculopatia (grupos C e D de White), que leva a restricdo no peso da placenta e fetal.
Entretanto, na maioria das gestantes portadoras de diabetes gestacional e do tipo 2, o peso das
placentas e dos fetos é maior, possivelmente devido a auséncia de vasculopatia (grupos A e B
de White) (70).

Apesar da variabilidade de eventos existem inimeras evidéncias de que as placentas
de gestacOGes diabéticas apresentam alteracdes estruturais e funcionais (71). O ambiente
uterino comprometido pelo diabetes resulta em aumento da producdo de fatores proé-
inflamatdrios como espécies reativas de oxigénio, citocinas e prostaglandinas, 6xido nitrico e
peroxinitritos, representando um desafio para o adequado desenvolvimento do embrido
(72,73).

Sabe-se também que niveis elevados de glicose plasmaética levam a alteracdo da
expressao de genes de moléculas da MEC em vaérios tecidos como, por exemplo, células
renais (74,75) e endoteliais (76). Esses dados sugerem que as alteragdes na expressdo e
distribuicdo dessas moléculas sdo caracteristicas comuns desta doenca (77). Dentre estas
alteracbes observou-se maior sintese de colageno (78), diminuicdo na sintese de
proteoglicanos ricos em heparam-sulfato (79,80) e aumento da expressédo de laminina (81).

Laurin et al. (82) observaram que as placentas de pacientes portadoras de diabetes
apresentam grande quantidade de vilosidades coridnicas imaturas. Esta deficiéncia foi
associada com disfuncdes na placenta, promovidas pelo aumento da distancia entre 0 espaco
interviloso e os capilares fetais. Outros estudos (83,84) descrevem alteracGes na deposicéo de
fibronectina na regido do labirinto da placenta de ratas diabéticas indicando, que esta
molécula, pode estar envolvida com as alteragdes do microambiente da interface materno-
fetal. Forsberg e colaboradores (84) relataram ainda alteracdes no colageno IV e na laminina
na regido do labirinto.

Em humanos, em gestacGes normais, o proteoglicano perlecam, que se co-localiza com
a laminina e o colageno IV nas membranas basais de células trofoblasticas e de vasos
placentarios, tem seus niveis de RNAm reduzidos com o avanc¢o da idade gestacional. No
entanto, em pacientes com diabetes mellitus gestacional foi observado um significativo
aumento na expressdo do perlecam nas placentas de terceiro trimestre que podem estar

associado com as alteracGes estruturais observadas durante a maturagdo da placenta (85).
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O crescimento e desenvolvimento fetal dependem da funcdo placentaria normal.
Algumas formas de retardo de crescimento intrauterino tém sido relacionadas com disturbios
no fluxo sanguineo placentario e com a transferéncia de nutrientes da mée para o feto (86).

Modelos animais utilizados em um estudo sobre a influéncia do diabetes na gestacéo,
demonstraram alteracfes no desenvolvimento pré-natal e a ocorréncia de malformacdes.
Entretanto, observa-se grande diversidade nos resultados destes experimentos, dependendo da
espécie, do esquema de inducgéo utilizado e das caracteristicas do diabetes (87).

Embora o camundongo tenha sido amplamente utilizado em tais estudos pouco se
conhece sobre a influéncia do diabetes de longa duracdo na placenta destes animais. Yu e
colaboradores (88) analisaram placentas de camundongos com diabetes de curta duragéo,
relatando aumento da regido do espongiotrofoblasto e das células de glicogénio e alteracdes
na expressdo de genes relacionados com o controle do crescimento da placenta.

Em humanos, a duracdo do diabetes é reconhecida como um fator determinante para o
desenvolvimento de suas complicagcbes que ocorrem em diferentes sistemas incluindo o
sistema reprodutor (4). Entretanto, o impacto da duracdo do diabetes sobre os processos
reprodutivos ainda nao havia sido explorado adequadamente em modelos animais. Para isso,
recentemente, foi desenvolvido no LBR/MEC um modelo de diabetes do tipo 1 de longo
prazo (90 dias) em camundongos apropriado para o estudo dos efeitos desta doenca sobre a
gestacdo (89,90). Nesse modelo, o diabetes é induzido por aloxana e resulta na presenca de
parametros fisioldgicos classicos do diabetes do tipo 1, tais como: altos niveis de glicemia,
insulinemia, glicosuria, diminui¢do do peso corporal e aumento do consumo de agua e racdo
(89,90). Os estudos realizados nesse modelo foram centralizados na fase inicial da gestacéo e
mostraram alteracGes importantes na taxa de implantacdo embrionaria, nas dimensfes da
decidua e na composicdo da MEC do endométrio e miométrio. Mostraram ainda uma relacéo
direta entre a duracdo do diabetes e a gravidade dessas alteragdes. Além disso, observou-se
importantes alteracdes na estrutura dos tecidos e na ultraestrutura celular, além da reducéo na
proliferacdo das células musculares do miométrio (89).

Outros estudos de nosso grupo, utilizando um modelo de diabetes tipo 1 induzido por
estreptozotocina em ratas, apos o inicio da gestacdo, mostraram que o diabetes afeta a regido
do espongiotrofoblasto (83). Estes autores mostram pela primeira vez que algumas moléculas
da matriz extracelular sdo moduladas durante o desenvolvimento da placenta. As ratas
diabéticas apresentaram aumento da deposi¢do de fibronectina exclusivamente na regido do

labirinto, evidenciando que o diabetes altera 0 microambiente na interface materno-fetal,



30

contribuindo para o desenvolvimento de anormalidades na prole (83). Observou-se aumento
na proliferacdo celular e aumento da regido do espongiotrofoblasto (91).

Nesse contexto, a proposta do presente estudo foi dar continuidade a esta linha de
pesquisa estudando o efeito da duracdo do diabetes em fases mais tardias da gestacéo, tendo
como foco principal a placenta e o desenvolvimento fetal no modelo de diabetes tipo 1 em
camundongos. O objetivo especifico dessa tese é analisar a organizagdo placentéaria e a
expressao, deposicdo e distribuicdo de moléculas da MEC na regido do labirinto e também

determinar os efeitos do diabetes sobre o desenvolvimento fetal nesse modelo.



2 OBJETIVOS
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Considerando a importancia da placenta para o desenvolvimento embrionario/fetal e
os dados obtidos pelo nosso laboratdrio sobre o impacto do diabetes tipo 1 no processo de
decidualizacdo em camundongos (89,90), a proposta deste estudo € identificar alteracdes
promovidas pelo diabetes tipo 1 e analisar suas consequéncias sobre o perfil reprodutivo e

desenvolvimento fetal e placentario, por meio do seguinte desenho experimental:

2.1 Definicdo do perfil fisiopatoldgico e reprodutivo do modelo de diabetes por meio
da avaliacdo dos seguintes parametros:

i.  Glicemia, glicosuria e peso corporal;
ii.  Duragéo do ciclo estral e citologia vaginal,
iii.  Eficiéncia reprodutiva: numero total de implantagdes; reabsorcdes; fetos

viaveis; mortes fetais e malformacdes.

2.2 Avaliagdo da placenta e do feto por meio de:

i.  Determinacdo do peso placentério e fetal,
ii.  Andlises morfoldgicas e histomorfométricas dos compartimentos placentarios;
iii.  Imunolocalizagdo de moléculas da MEC, colagenos do tipo I, IIl, IV e V e
laminina;
iv.  Analise da expressdo do RNAm por PCR em tempo real dos colagenos do tipo
I, eV,
v.  Andlise da atividade das MMP2 e MMP9 por meio de zimografia em gel.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Inducéo do diabetes

Foram utilizadas fémeas de camundongo da espécie Mus musculus domesticus, CD-1
variedade Swiss, a partir de 60 dias de idade. O diabetes foi induzido por meio da
administracdo de 40 mg/Kg de aloxana (Sigma) intravenosa ap0s as fémeas serem privadas da
ragdo por pelo menos 16 horas. Os animais controle receberam o mesmo volume de solugéo
salina, sob as mesmas condicdes (n = 18). A determinacdo da glicemia foi realizada apos 7
dias, utilizando-se um glicosimetro Accu-Chek Advantage II® (Roche Diagnostics, Basel
Suiss). Os animais com glicemia acima de 400 mg/dL foram incluidos nos grupos diabéticos
(n = 17). Para a determinagdo da glicosuria foram utilizadas as fitas de teste Keto-Diabur Test
(Roche).

O protocolo para uso de animais em experimentacdo foi aprovado pela Comissdo de
Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas de
Universidade de S&o Paulo (144/2002), estando de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

3.2 Esfregacos vaginais

Durante a manutencédo dos animais o ciclo estral foi avaliado pela técnica de Shorr (1).
Os esfregacos vaginais foram realizados em dois momentos distintos: entre 20 e 30 dias (n =
15) e entre 40 e 50 dias apos a inducdo da diabetes (n = 13). O material foi coletado com o
auxilio de um micro aplicador descartavel (Cavibrush) introduzido cautelosamente na vagina
do animal. As amostras foram, em seguida, aplicadas sobre a superficie de uma lamina
histoldgica limpa. Ap6s secagem rapida a temperatura ambiente, as laminas foram colocadas
em solucdo fixadora de etanol 70% - éter etilico (1:1 v/v) por 10 minutos e em seguida
submetidas a coloragéo de Shorr (1,3) para determinacgéo das fases do ciclo estral. As laminas
foram cobertas com balsamo e laminulas e foram analisadas com auxilio de microscépio de
luz Nikon Eclipse E600; as imagens foram capturadas por uma camera digital DP72

(Olympus), integrada ao microscopio.

3.3 Acasalamento e coleta de amostras
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As fémeas controles e diabéticas foram acasaladas com machos normais durante o
periodo noturno. No grupo diabético o acasalamento foi promovido em dois momentos: entre
30 e 50 dias (n = 8) e entre 90 e 110 dias apds a inducdo do diabetes (D) (n =9). A presenca
da rolha vaginal, indicativo de acasalamento, foi considerada como 1° dia da gestacdo (DG).
As fémeas foram sacrificadas por injecdo de dose letal de anestésico no 19° DG. Apos a
anestesia (tribromoethanol 0,025 mL/g de peso corporal) os cornos uterinos foram
cirurgicamente removidos. Realizou-se entdo a contagem dos fetos viaveis, das reabsorcoes,
das perdas fetais e das malformacbes macroscopicas (macrossomia, fechamento incompleto
de crénio e do abdémen).

A somatéria do numero total de fetos viaveis e inviaveis (reabsorcdes, perdas fetais e
malformacdes) permitiu a estimativa do numero total de embrides implantados durante a
gestacdo. A diferenca entre o nimero de implantacbes e de fetos vidveis permitiu estimar a
taxa total de perdas gestacionais pos-implantacionais nas fémeas controle e diabéticas. As
reabsorcdes (ou perdas embrionérias) foram caracterizadas por massas amorfas de tecido nas
quais ndo era possivel identificar restos embrionarios ou de placenta. Foram caracterizadas
como perdas fetais aquelas em que era possivel distinguir estruturas fetais e de placenta nas
massas de tecido em degeneracao.

Placentas e fetos de cada grupo experimental e controle foram pesados para
comparagdo e subdivididos em lotes destinados as técnicas moleculares, bioquimicas e

morfoldgicas (ultraestruturais, histoquimicas e imunohistoquimicas).

3.4  Anaélises histomorfométricas

Por se tratar de uma estrutura altamente heterogénea, composta por diferentes tipos
celulares, a placenta requer a identificacdo precisa das diferentes regides que a compdem.
Para isso, diferentes técnicas histoquimicas (descritas abaixo) foram utilizadas.

As analises histomorfométricas foram realizadas em imagens capturadas em um
microscopio Nikon Eclipse E600, integrado a uma camera digital DP72 (Olympus), utilizando
o software Image Pro-Plus (Media Cybernetics, USA). Para as analises estatisticas utilizou-se
o0 programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., USA).

Para a analise das dimensdes placentarias, total e parcial, as placentas foram fixadas
em 4% paraformaldeido em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4 gelado e em methacarn (metanol,
cloroférmio e acido acético glacial 6:3:1, v/v), por 24 e 3 horas, respectivamente.

Posteriormente, estas amostras foram incluidas em parafina para a obtencédo de cortes de 5-um
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de espessura. As avaliacBes morfométricas das placentas foram realizadas em 12 preparados
histolégicos para cada grupo, cada um deles representado por 6 animais, totalizando 72
medidas/grupo.

Para as analises da barreira placentaria as amostras foram imersas em solucéo fixadora
contendo 2% glutaraldeido e 2% paraformaldeido em tampé&o cacodilato de sédio a 0,1 M, pH
7,3, acrescida de 2,5 mM de cloreto de calcio. As amostras foram lavadas em tampéo
cacodilato de sodio 0,1 M, pos-fixadas com 1% tetroxido de 6smio em tampédo cacodilato de
sodio 0,1 M por 2 horas, desidratadas em uma série crescente de etanol e 6xido de propileno e
incluidos em resina Spurr. Foram entdo obtidos cortes semi-finos (1 um de espessura) e
corados pelo Azul de Toluidina. O estudo envolveu 5 animais por grupo experimental. De
cada um dos grupos foram selecionadas 30 seccdes e, de cada uma delas, foram realizadas
medidas em 10 areas de barreira placentaria por animal, ou seja a distancia entre o0 sangue

materno e a vasculatura fetal.

3.5 Identificacdo de colageno e de células de glicogénio

A coloracdo pelo sirius red (solucdo Sirius red F3B [0.5 g] saturado em solucdo
aquosa de &cido picrico [500 mL] conhecido como Picrosirius, permite identificar com
precisdo fibras e feixes de colagenos sob luz polarizada. Para isso, cortes de parafina foram
desparafinizados em xilol e hidratados em solucBes de etanol com concentracdes
decrescentes, seguido por lavagem em agua destilada. Em seguida, os cortes histoldgicos
foram corados com solucdo de Picrosirius (92,93), seguido de lavagem em agua corrente e
contracoloracdo com hematoxilina de Mayer. Apds desidratacdo e diafanizacdo, os cortes
foram protegidos com laminulas de vidro.

A reacdo do &cido periodico de Schiff (PAS) permite identificar glicoproteinas neutras
e glicogénio (92,93) e foi utilizada para identificar celulas de glicogénio presentes na regido
do espongiotrofoblasto. Apds a desparafinizacdo e hidratagdo dos cortes, estes foram imersos
em acido periodico 1IN, por 10 minutos, seguido de lavagem em &gua destilada.
Posteriormente, os cortes foram incubados em reativo de Schiff, por 1 hora, em camara
escura. Seguiu-se com lavagem em agua corrente para intensificar a rea¢do. Os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados, diafanizados e protegidos com
laminulas de vidro. Para ambas as técnicas foram utilizadas amostras de 5 animais por grupo

experimental.
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3.6  Imunolocalizacéo

ApoGs desparafinizagdo e hidratagdo, cortes de parafina foram submetidos a reacdes
para imunofluorescéncia. O acesso dos anticorpos aos seus sitios de ligagdo foi facilitado por
digestdo enzimatica utilizando-se pepsina (Sigma; 1mg/mL em &cido acético 0,5 N). O
bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado por meio de incubacdo com o soro do animal
doador do anticorpo secundario adicionado de solugdo de 10% albumina sérica bovina (BSA)
em tampao fosfato salina (PBS do inglés phosphate buffered saline), ambos a temperatura
ambiente. A incubacgdo com o anticorpo primario (anti-colageno I, 111, IV e V - Rockland 1:50
v/v; anti-laminina Sigma 1:100 v/v) foi feita por 12 horas (overnight) a 4°C, seguida pela
incubacdo com o anticorpo secundario correspondente, conjugado com o fluor6foro FITC
(1:100; Sigma). Os nucleos foram contracorados com DAPI (Sigma) e os cortes protegidos

com laminulas de vidro. Foram utilizadas amostras de 5 animais por grupo experimental.

3.7 RT-PCR em tempo real

As amostras (n = 5) foram armazenadas em solucdo de RNA later (Sigma) até sua
utilizacdo. Para a extracdo do RNA as amostras foram homogeneizadas em um equipamento
homogeneizador Precellis® (Bertin Technologies, Franca), utilizando o reagente de Trizol
(Sigma) seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

O RNA total extraido das amostras foi armazenado a -80 °C. A quantificacdo do
RNAm foi realizada com a utilizacdo de espectrofotdmetro (Epoch — Biotek, USA). Para
evitar contaminacédo e interferéncia deDNA nas reacgdes, todas as amostras foram incubadas
com DNase | (Invitrogen, USA) por 15 minutos a temperatura ambiente antes da etapa da
transcrigdo reversa. Para a esta etapa utilizou-se o Kit Affinity Script QPCR cDNA Synthesis
(Stratagene, USA). Para a sintese de cDNA foi utilizado 1 pg de RNA total de cada amostra,
random primers e a enzima transcriptase reversa. Posteriormente, as amostras de cDNA
foram diluidas 1:5 em agua estéril (Sigma) e armazenadas a -20 °C.

A reacdo de PCR real time foi realizada em um volume total de 20 uL, contendo o
cDNA, o par de primers e Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies/Applied
Biosystems). As condic¢des de ciclagem foram as seguintes: 1 ciclo a 95 °C por 10 min,

seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min, realizadas no equipamento
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StepOnePlus (Life Technologies/Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram
analisadas em duplicata.

A eficiéncia dos pares de primers foi calculada utilizando-se dilui¢cdes seriadas de uma
amostra controle (3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 ng de cDNA). O valor de cada Cq foi plotado em
relagdo ao logaritmo de cada diluicdo do template. Foi obtida uma reta e um valor de a (slope)
em y=ax+b utilizado para o célculo da eficiéncia = 10™2. Apenas valores de eficiéncia entre
1,8 e 2,2 foram aceitos (eficiéncia 100% = 2,0).

Para a quantificacdo relativa dos transcritos foram previamente testados genes de
referéncia, Ywhaz, GAPDH, Ciclofilina A, em todas as amostras. O gene Ywhaz foi o que
apresentou menor variagdo em sua expressao entre 0s grupos.

O método de AACt (Comparative Ct Method) foi utilizado considerando que a
diferenca entre as eficiéncias dos genes alvo e endogeno era inferior a 10%. As curvas de
melting obtidas evidenciaram um Unico produto de amplificacdo, confirmando a

especificidade e a qualidade dos primers (94).

Tabela 1: Primers utilizados no qPCR

Gene Primers Forward e Reverse Genbank #
Colageno tipo I, alfa 1 F: ATGGCCAACCTGGTGCGAAAGG NM 0077423
(Col1al) R:ACCAACGTTACCAATGGGGCCG - '
Colageno tipo 11, alfal F: AACCAGGAGCCAGTGGCCATA NM 009930.2
(Col3al) R: TCACCACGATCACCCTTGCCAC - '
Colageno tipo V,alfal F: CCGATGGCAAGTGGCACCGAAT NM 015734.2
(Col5al) R: TGGTCACTGCGGCTGAGGAACT - '
YWHAZ F: GAAGCCACAATGTTCTTGGCCCAT NM_011740.2

R: AAACCAACAGAGACTTGGAAGCAC

F: TCTGAGGGCCCACTGAAG
GAPDH R:AGGGTTTCTTACTCCTTGGAGG NM_008084.2

F: GCCGATGACGAGCCCTTG

Ciclofilina A R: TGCCGCCAGTGCCATTATG

AF_171073.1

3.8  Zimografia

Os resultados obtidos pela imunocitoquimica e qPCR indicaram a ocorréncia de
alteracdes na remodelacdo da MEC, processo mediado por MMPs. Para comprovar essa

hipbtese, realizou-se analises da atividade destas moléculas pela técnica de zimografia em gel.
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Para tal, placentas foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido até 0 momento do uso.
As amostras (n = 5) foram entdo homogeneizadas em um equipamento Precellis® utilizando-
se tampdo de lise e coquetel de inibidores de proteaseses (Halt™ protease inhibitor cocktail,
Thermo Scientific, USA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas (10.000 g a 4°C por
30 min) e o sobrenadante coletado. A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método do
acido bicinconinico (BCA, 4,4'-dicarboxi-2,2'-biquinolina, Pierce Inc., MA, USA). O volume
de amostra carregado em cada poc¢o (25 ug) foi estabelecido com base nos dados obtidos da
quantificacédo proteica.

Apos eletroforese, o gel foi lavado em solucdo de 2,5% Triton X-100 em ddH,0, para
retirar o dodecil sulfato de sodio (SDS) e promover a renaturacao das proteinas. Em seguida,
0 gel foi incubado por 20 horas a 37°C em solugdo tampao reveladora (50 nM Tris-HCI, pH
8,8; 5 nM CaCl; e 0,02 NaN3). Os géis foram entdo corados com 0,1% de azul de Comassie e
descorados em solucdo de metanol, &cido acético glacial e agua destilada (4,5 :1: 4,5; v/v).

As bandas de degradacdo enzimética obtidas na zimografia foram comparadas por
densitometria do gel utilizando o programa de dominio publico imageJ
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). As densitometrias obtidas foram normalizadas e expressas como
porcentagem da densitometria das bandas de soro fetal bovino (controle interno). Os
experimentos foram realizados em triplicata. Amostras contendo EDTA, substancia que atua
como quelante de metais pesados, como 0 zinco, e consequentemente possui a capacidade de
inativar as MMPs, foram utilizadas para confirmar se as bandas de lise de fato resultaram da
acao das MMPs.

3.9 Anadlises estatisticas

Todos os dados foram submetidos a andlises estatisticas utilizando o programa
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., USA), utilizando o teste ANOVA, seguido
dos pos-testes de comparagdes multiplas Tukey's. Foram considerados significativos valores
de p<0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 Parametros fisiopatologicos do modelo

O sucesso de inducdo do diabetes pela administracdo de aloxana intravenosa foi de
aproximadamente 70-80%. Altos niveis de glicemia, glicosuria e diminuicdo do peso corporal
total foram identificados nas fémeas de ambos os grupos 30-50D e 90-110D né&o havendo

diferenca entre os dois grupos. A tabela 2 mostra os valores encontrados ao final da gestacéo.

Tabela 2: Parametros Fisiopatoldgicos ao final da gestagéo

Controle 30-50 D 90-110D
Glicemia (mg/dL) 117,2+ 38,58 572,9+2584a 554,9 +£95,90a
Glicosuria (mmol/L) nd >278 >278
Peso corporal (g) 62,17 £ 5,70 47,69 +6,88a 51,77 £ 6,02a

a = p<0,001 x grupo controle
nd: ndo detectado

4.2 Ciclo estral

A andlise citologica dos esfregacos vaginais pela técnica de Shorr dos animais controle
mostrou um perfil compativel com aquele ja descrito na literatura (2,3). A fase de proestro
(Figura 2A) apresentou células epiteliais basais e intermediarias, caracterizadas por ndcleos
com cromatina frouxa e citoplasma basoéfilo. A fase de estro (Figura 2B) apresentou tipicas
células superficiais cornificadas, predominantemente anucleadas, coradas em tons
avermelhados. Na fase seguinte, 0 metaestro (Figura 2C) o esfregaco foi caracterizado pela
presenca de células superficiais (queratinizadas) ao lado de células intermediarias, e pelo
acumulo de leucdcitos polimorfonucleares. O diestro (Figura 2D) foi marcado essencialmente
pela presenca de muco, grande quantidade de leucocitos polimorfonucleares e poucas células
basais.

Durante a primeira etapa de avaliagdo os esfregacos foram realizados entre 10 e 20
dias apdés a inducdo do diabetes. Neste periodo, todos o0s animais acompanhados
apresentavam alteracdes no ciclo estral, em menor ou maior grau. Aproximadamente 93%
destes animais apresentavam alteragdes no perfil temporal das fases do ciclo evidenciadas

pelo esfregacgo vaginal.
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Figura 2: Caracteristicas morfolégicas do ciclo estral do grupo controle. A) Proestro: predominancia de
células epiteliais intermediarias. Duracdo aproximada: 12h. B) Estro: presenca exclusiva de células epiteliais
superficiais, Duracdo média: 24h. C: Metaestro: caracteriza-se pela presenca de células epiteliais superficiais e
intermediarias, polimorfonucleares neutréfilos e muco. Duragdo: 10h. D) Diestro: caracteriza-se pela
predominancia de leucdcitos polimorfonucleares, muco e poucas células basais, Duracdo: de 54-57h. Barra = 30
pm

A figura 3 mostra uma sequéncia de esfregacos vaginais coletados de um mesmo
animal, durante 10 dias consecutivos ap6s 10-20 dias da indugdo do diabetes. Durante este

periodo notamos o alongamento da fase estro (Figura 3D-F) e de metaestro (G-H).

mise

Figura 3: Imagens de esfregacos vaginais obtidos diariamente de um mesmo animal por 10 dias
consecutivos, apds 10 dias da inducéo do diabetes. Neste animal foi possivel detectar a ocorréncia
de alongamento da fase de estro, que se mantem durante 24 horas ao invés das 12 horas
classicamente descrita (D-F). A fase de metaestro apresentou 36horas ao invés das 10horas. (G-I).
Diestro (A, B e J) Proestro (C). Barra = 20um.

A figura 4 apresenta o perfil de outro animal que apresentou, durante o periodo de

avaliacdo (10 dias), variac6es no perfil temporal e morfoldgico da fase de diestro (Figura 4).
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Figura 4: Imagens de esfregacos vaginais obtidos diariamente de um mesmo animal por 10 dias
consecutivos, apos 10 dias da inducdo do diabetes. As imagens demonstram que ao longo dos 10
dias os esfregacos mantinham as caracteristicas citoldgicas da fase de diestro revelando o
alongamento dessa fase do ciclo estral. Barra = 20um.

Além de alteracGes na duracdo das fases do ciclo estral, observamos também nos
esfregagos: i) metacromasia (Figura 5A), comum em quadros inflamatérios, decorrente da
variacdo de pH; ii) aumento de muco (Figura 5A) e iii) presenca de flora vaginal (Figura 5B),
gue em camundongos ndo é comum. Dentre os animais avaliados nesta primeira fase 7%
mantiveram, durante todo o periodo, esfregacos com caracteristicas de diestro, indicando a

interrupcao do ciclo estral ou anestro (Figura 5C).

Figura 5: Alteracdes do ciclo estral nos animais diabéticos apés 10 dias da inducdo do diabetes. A)
Metacromasia (seta). B) Flora vaginal (*). C) Quadro atréfico, caracterizado pela presenca constante
ao longo do periodo estudado de células epiteliais profundas, muco e polimorfonucleares. Barra =
30pum.

A segunda etapa de avaliagdo dos esfregacos ocorreu entre 40 e 50 dias ap0s a inducao
do diabetes. Os esfregacos apresentaram marcantes alteragdes no padrdo classico do ciclo
estral. A principal delas foi o prolongamento da fase de diestro (Figura 6) presente em 64%

dos animais analisados, caracteristica que indica possivel progressdo para o anestro.
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Figura 6: Sequéncia de esfregacos vaginais coletados ao longo de 10 dias, ap6s 40 da indu¢do da diabetes.
Nas imagens nota-se a presenca constante de células epiteliais profundas, muco e leucdcitos
polimorfonucleares que identificam um quadro tipicamente atréfico. Barra = 20pm.

4.3  Perfil reprodutivo

Os dados obtidos de animais acasalados apds 30-50 e 90-110 dias da inducdo do
diabetes mostram, que o nimero de implanta¢6es no grupo diabético foi 15% (12,63+2,07) e
14% (12,89+3.69) menor, respectivamente, quando comparados ao controle (14,94+1.59).
Além disso, 0 nimero de reabsor¢des (perdas embrionérias), mortes fetais e malformacdes
macroscopicas estavam aumentadas nos grupos diabéticos (Figura 7). O diabetes de curta
duracdo promoveu perdas embrionarias, enquanto o de longa duracdo, mortes feitais e

malformacdes.
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Figura 7: Perfil reprodutivo de animais acasalados sem inducéo de diabetes (controle) e ap6s 30-50 e 90-
110 dias de inducéo. Note, que embora no grupo 30-50D a porcentagem de fetos seja menor, a
porcentagem de reabsor¢des foi maior quando comparadas ao controle e 90-110D. No grupo 90-110D
observa-se maior indice de mortes fetais e malformacdes macroscopicas quando comparados aos
grupos controle e 30-50D. Diferencas estatisticamente significantes estdo representadas por *p<0,05
*** p<0,001
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4.4 Perfil gestacional

As placentas do grupo de 30-50D pesavam entre 70 e 110 mg em 87% das amostras.
Esses valores sdo semelhantes ao grupo controle, no qual 89% das placentas apresentavam
similar faixa de peso. No grupo 90-110D,entretanto, apenas 68% das placentas pesavam entre
70 e 110 mg enquanto apenas 31% pesavam acima de 110 mg (Figura 8A).

No grupo controle 98% dos fetos apresentavam peso entre 1 e 1,6 g. Entretanto, 89,5%
dos fetos diabéticos do grupo de 30-50D estavam abaixo do peso, pesando entre 0,6 e 1 g. No
grupo de 90-110D, apenas 42% apresentavam esta faixa de peso, e 0s 58% restante pesavam
acima de 1g. (Figura 8B).

Embora as fémeas do grupo 90-110D tenham apresentado valores de glicemia,
glicosuria e peso semelhantes, cerca de um terco delas , possuiam pesos placentarios e fetais

semelhantes aos encontrados nas fémeas controles, indicando que sofreram algum tipo de

adaptacéo .
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Figura 8: Gréfico de distribuicdo de peso de placentario (A) e fetal (B) de fémeas sem indug¢do de diabetes
(controle) e ap6s 30-50 e 90-110 dias de inducdo. O gréafico A demonstra que 69% das placentas do
grupo 90-110D tem peso entre 70-110mg, contrastando com 89% das controles e 87% de 30-50D. O
grafico B mostra que 89% dos fetos de 30-50D apresentam peso menor do que 0 observado no grupo
controle. No grupo de 90-110D entretanto, apenas 42% dos fetos apresentam peso menor do que
aqueles do grupo controle.

A proporcao entre o peso fetal e 0 peso da placenta mostrou uma redugdo em ambos 0s
grupos diabeticos 30-50D e 90-110D (Figura 9). Em todos os grupos foram encontradas
correlagBes positivas entre os pesos placentérios e fetais (Controle: r = 0,08614; 30-50D: r =
0,2711; 90-110D: r = 0,0488).
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Figura 9: Correlacdo entre peso fetal e placentario de animais acasalados sem inducdo de diabetes
(controle) e ap6s 30-50 e 90-110 dias de indugéo.

4.5 Morfologia e morfometria da placenta

As placentas diabéticas apresentaram alteracdes caracterizadas pelo aumento e
desorganizacdo da regido da zona juncional (ZJ), reducdo da camada do labirinto (L) (Figura
10A-C), bem como, dilatacdo de vasos sanguineos fetais (Figura 10D-F), quando comparadas
aos controles. A reacdo histoquimica do PAS mostrou aumento no nimero e volume das
células de glicogénio que invadem o labirinto, acompanhadas por células do
espongiotrofoblasto em ambos os grupos diabéticos (Figura 10G-1).

A éarea total das sec¢des de placenta foi maior no grupo 90-110D (p <0,01) do que no
grupo de controle e 30-50D (Figura 11A). Além disso, a avaliacdo histomorfométrica revelou
uma diminuicdo progressiva e significativa na propor¢do da area da regido do labirinto com a
duracdo do diabetes (30-50D, 90-110D e 30-50D vs. 90-110D; p<0,001) (Figura 11B). N&o
houve diferencas significativas na espessura da barreira placentéria entre os grupos.

4.6 Analise dos componentes da MEC
A coloracdo pelo Picrosirius, observada sob luz polarizada, revelou um aumento na

deposicdo dos colagenos fibrilares na regido do labirinto em ambos os grupos diabéticos
(Figura 12).
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Figura 10: Morfologia da placenta. (A-C) Visdo panoramica de placentas representativas de todos os grupos
estudados. Regido do labirinto (L) Zona Juncional (ZJ). Notar a redugdo do labirinto nas placentas
diabéticas e 0 aumento da zona juncional (B-C). (D-F) Maior aumento da regido do labirinto
mostrando a dilatacdo dos capilares fetais e dos espacos preenchidos por sangue materno
(Picrosirius). (G-1) Maior aumento da regio da zona juncional mostrando células de glicogénio
(seta) (PAS). Barras = 1000 um A-C e 100 um D-I.

4.6.1 Imunolocalizagéo

As reacdes de imunolocalizacdo mostraram 0s colagenos tipo I, Il e V, depositados
ao redor dos vasos sanguineos e também dispersos em toda a regido do labirinto (Figura 12).

A distribuicdo dos colagenos I, 111 e V foi afetada pelo diabetes de forma dissimilar
entre 0os grupos. No grupo 30-50D observou-se um aumento na deposicdo de colageno |
enquanto no grupo 90-110D a imunorreacdo foi semelhante aquela observada no grupo
controle (Figura 12). Um discreto aumento da imunorreacdo para o colageno 111 foi observada
no grupo 30-50D enquanto no grupo 90-110D o aumento da imunomarcacdo foi mais
expressivo, quando comparadas com o controle (Figura 12). A imunorreacgdo para o colageno
V aumentou em ambos 0s grupos diabéticos, quando comparadas com o controle (Figura 12).
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E importante relembrar, que apenas os vasos maternos sio providos de lamina basal.
Portanto, a imunolocalizacdo para o colageno tipo IV e para a laminina identifica apenas a
vasculatura materna. A imunofluorescéncia mostra que o diabetes promove uma diminuigéo
na rede vascular em ambos 0s periodos experimentais, sobretudo no grupo 90-110D. Ao
mesmo tempo mostra um aumento da deposi¢do do colageno tipo IV na membrana basal da
rede vascular de ambos grupos diabéticos.
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Figura 11: Histomorfometria placentaria de animais controle e apos 30-50 e 90-110 dias de indugdo do
diabetes. (A) Area total da placenta. (B) Area de labirinto. (C) Barreira placentaria. Asteriscos
representam valores significativamente: ** p<0,01 *** p<0,001.

4.6.2 Expressao e degradacao das moléculas da MEC

A composicdo da MEC é mantida pelo equilibrio entre a sintese e a degradacdo de
seus componentes. Para compreender 0s mecanismos pelos quais o diabetes afeta a
composi¢cdo de MEC placentéria, a expressdo do RNAm do Collal, Col3al e Col5al e a
atividade das gelatinases de MMP2 e MMP9 foram avaliadas, respectivamente, por qPCR e

zimografia em gel.

4.6.2.1 Expressao génica avaliada por RT-PCR

As analises por qPCR revelaram aumento na expresséo do RNAm de Collal no
grupo 30-50D (1,88 + 0,6; p<0,01) a qual foi reestabelecida a valores semelhantes ao
controle (0,99 £ 0,2) no grupo 90-110D (1,43 = 0,28) (Figura 13A).
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Figura 12: Coloracao pelo picrosirius e imunofluorescéncia de componentes da MEC. As figuras mostram a
regido do labirinto de animais acasalados sem indugdo de diabetes (controle) e ap6s 30-50 e 90-110
dias de induc¢do. Barra = 50pum.
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Em contraste, a expressdo de RNAm de Col3al ndo apresentou diferenca estatistica
significante entre 0s grupos experimentais e controle (30-50D: 2,55 + 2,05, 90-110D: 1,6
0,31e controle: 1,0 + 0,23) (Figura 13B). Entretanto, quando as amostras do grupo 30-50D
foram avaliadas individualmente observou-se dois perfis de expressao do Col3al: 57% dos
animais apresentou expressao semelhante (1,05 £ 0,26) ao grupo controle (1,19 £ 0,22)
enquanto 43% apresentou um aumento na expressdo deste colageno (4,56 + 1,4; p<0,001) em
relacdo ao controle (Figura 13).

Os niveis de RNAm Col5al estavam diminuidos no grupo 30-50D (0,63 + 0,28), ja o
grupo 90-110D (1,04 + 0,3) apresentou valores semelhantes ao controle (1,19 + 0,28) (Figura
13C).
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Figura 13: Expressdo génica de componentes da MEC avaliada por qRT-PCR em placentas dos grupos de
animais acasalados sem inducao de diabetes (controle) e ap6s 30-50 e 90-110 dias de indugéo.
Asteriscos representam valores significativamente diferentes: *p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

4.6.2.2 Atividade das MMPs

A técnica de zimografia em gel revelou aumento da atividade de MMP2 apenas no
grupo 90-110D (p<0,001), enquanto a atividade da metaloproteinase MMP9 diminuiu apenas
no grupo 30-50D (p <0,05), em relacdo ao controle (Figura 14).
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Figura 14: Avaliacdo quantitativa dos ensaios de zimografia em gel para MMP2 e MMP9 realizados em
placentas dos grupos experimentais sem indu¢do de diabetes (controle) e apds 30 e 90 dias de
inducdo. Os asteriscos identificam valores significativamente diferentes: *** p<0,001 * p<0,05.



5 DISCUSSAO
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5.1 Parametros fisiopatologicos

O modelo animal utilizado neste estudo foi delineado para investigar a influéncia da
progressao do diabetes no desenvolvimento de complicacdes reprodutivas (89,90). As fémeas
diabéticas apresentam caracteristicas fisiopatoldgicas classicas do Diabetes Mellitus tipo 1 e
foram capazes de reproduzir e manter a gestagédo sem tratamento com insulina por um longo
periodo de tempo (até 110 dias ap6s a inducdo do diabetes) (89,90). Os resultados obtidos
nesta tese demonstraram que as fémeas diabéticas sdo caracterizadas por ciclo estral alterado,
reducdo da relacdo peso placenta-feto, diminuicdo do labirinto em relacdo a area total da
placenta, alteragdes na expressdo génica e na deposicdo de componentes da matriz
extracelular, bem como na atividade de MMPs. Todavia, esses parametros foram
diferencialmente modulados de acordo com a progressao do diabetes. No grupo de 30-50D o
diabetes promoveu complicagcbes como perdas embrionérias, enquanto o grupo de 90-110D
desenvolveu mortes feitais e malformacdes na prole. Variagdo individuais também foram
notadas, particularmente, na expressao do Col3al no grupo 30-50D e nos pesos fetais no
grupo de 90-110D.

5.2 Ciclo estral

Desde a década de 50 reconhece-se o fato de que pacientes diabéticas sofrem atraso
em sua maturidade sexual, encurtamento do periodo fértil e menopausa precoce,
provavelmente, decorrentes de disturbios no eixo hipotalamo-hipo6fise-ovario (95).

No presente estudo, a avaliagdo dos esfregacos vaginais submetidos a técnica de Shoor
(1) mostrou que os animais diabéticos apresentam alteragdes do ciclo estral. Dentre as
modificagdes encontradas, destacam-se: (i) alteragfes no perfil temporal das fases do ciclo
como alongamentos de estro, metaestro e diestro; (ii) metacromasia e (iii) presenca de flora
vaginal.

O alto conteudo de glicose na urina e alterac6es significativas na resposta imunolégica
sdo fatores sugeridos para explicar a predisposi¢cdo a infec¢Bes do trato urindrio em mulheres
com diabetes mellitus (96). Esta suscetibilidade, proporcional a duracdo e severidade da
diabetes, ¢ relacionada a defeitos na mobilidade, quimiotaxia e fagocitose leucocitéria (96).
Embora ndo tenhamos avaliado detalhadamente a composicdo da flora vaginal presente em

nossos animais, é possivel que decorram de mecanismos semelhantes.



54

H& evidéncias de que animais diabéticos apresentam diminuicdo da funcéo
hipotalamo-hipofise, caracterizada por alteragdes na resposta ao estimulo pelo GnRH
associada a baixos niveis de FSH e LH (97). Coerentemente, neste estudo encontramos 64%
dos animais diabéticos com esfregacos vaginais caracteristicos de anestro.

Ratas diabéticas, induzidas por aloxana e estimuladas por gonadotropinas durante o
periodo pré-pubere, ndo ovulam e ndo apresentam picos de LH. O tratamento com insulina, no
entanto, é capaz de restabelecer os niveis hormonais e promover a ovulacdo (98). Alteracoes
na esteroidogénese, que inclui diminuicdo na producédo de progesterona e estrogénios (62—64),
parecem estar relacionadas com a diminuicdo da secrecdo de GnRH (65) e/ou de
gonadotrofinas. Relaciona-se também com a reducdo no nimero de receptores para esses
hormdnios, nas células do ovério, ou ainda com a afinidade destes horménios aos seus
receptores (62).

A acdo de feedback dos esterdides sexuais € inibida em ratas portadoras de diabetes
mellitus induzido por estreptozotocina, o que poderia explicar tanto a perda de ciclicidade
estral como a reducdo da sensibilidade da hipéfise ao horménio luteinizante (99).

Coiro et al. (100) demonstraram a existéncia de uma correlacdo negativa entre a
duracédo do diabetes e o pico de LH. Mulheres que sofrem de diabetes do tipo 1 por 10 a 20
anos apresentaram reducdo no pico de LH quando comparados a mulheres que apresentam
diabetes por 3 a 9 anos, as quais ndo apresentaram alteragdes deste hormonio.

Mulheres com diabetes do tipo 1 podem apresentar problemas menstruais, como ciclos
e periodos menstruais alongados, antes dos 30 anos de idade, além de historico de menarcas
tardias, menopausa precoce e menor nimero de gestacdes (58). A menopausa precoce, €
consequente diminuigcdo da vida reprodutiva, sdo complicacdes importantes do diabetes do
tipo 1, e se relacionam com a hiperglicemia prolongada e/ou outras complica¢des decorrentes
dos efeitos de longo prazo desta doenca (56). Nossos dados corroboram a literatura
demonstrando que as alteragdes encontradas nos esfregacos de camundongos diabéticas deste

estudo estdo diretamente relacionadas com a duragéo do diabetes.

5.3 Perfil reprodutivo

Lesdes placentarias e complicacdes gestacionais em modelos de roedores diabéticos
sdo muito semelhantes aquelas encontradas em mulheres diabéticas (72,101). Recentemente,
a analise do proteoma e transcriptoma da regido vascular de placentas humanas e de

camundongos, revelou um alto grau de semelhanca entre elas (102) ressaltando a importancia
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de modelos de camundongo para a melhor compreensdo do efeito de doencas sobre o
desenvolvimento da placenta humana.

Nossos resultados mostraram que o diabetes de curto prazo (30-50D) esta associado
com altas taxas de perdas embrionarias e restricdo de crescimento intrauterino, na maioria dos
fetos. Em contraste, o diabetes de longa duragdo, 90-110D promoveu outros tipos de
complicagdes, tais como malformacgdes e mortes fetais, além de significativa restricdo de
crescimento intrauterino.

Malformacdes sdo uma das complicagdes mais comuns em gestacdes de mulheres
portadoras de diabetes tipo 1 (103). A ocorréncia de malformac@es € associada com um limiar
de valor de glicemia em camundongos (104) e seres humanos, particularmente no inicio da
gestacdo (105,106). Embora a taxa de malformagdes em nosso estudo tenha sido menor do
que o descrito na literatura, ainda assim foi correlacionada com a progressdo do diabetes,
corroborando estudos clinicos (107,108).

Além disso, estudos anteriores realizados neste modelo de diabetes por Favaro e
colaboradores (89,90) mostraram que, a decidualizacdo e a composi¢do de sua MEC, sdo
alteradas nas fémeas diabéticas de 90-110D, mas ndo naquelas com duracdo mais curta do
diabetes (50-70D) (90). Do mesmo modo, no presente estudo, taxas elevadas de
malformacdes foram encontradas apenas no grupo de 90-110D. A associacdo dos resultados
destes dois estudos sugere que deficiéncias na decidualizacdo durante o inicio da gestacdo
podem contribuir para o desenvolvimento de malformac6es embrionarias nesse modelo de

diabetes.

5.4  Perfil gestacional

Modelos de diabetes tipo 1 promovidos por alteracbes genéticas ou induzidos
quimicamente em camundongos sdo caracterizados por fetos com baixo peso e placentas com
peso normal ou mais pesadas (88,109-111). Nosso modelo acrescenta novas informacoes a
esse tema revelando, que as alteragGes no peso fetal e placentario ocorrem de forma tempo-
dependente. Esse resultado indica que as discrepancias no peso das placentas descritas em
diferentes estudos podem ser consequéncia da progressdo do diabetes decorrente da
diversidade de protocolos adotados nos experimentos.

Enfatizamos que, diferentemente de estudos anteriores, no presente estudo os dados
foram analisados por meio da distribuicdo de frequéncia, o que permitiu uma deteccdo mais

detalhada da diversidade de efeitos promovidos pelo diabetes nos pesos fetais e placentarios.
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Por meio dessa abordagem verificamos que 0 peso placentério, por si s6, ndo é suficiente para
indicar alteracdes no desenvolvimento fetal, pois, enquanto a maioria dos fetos estava abaixo
do peso no grupo 30-50D, os pesos placentarios desse grupo foram semelhantes aos do grupo
controle. Adicionalmente, o exame detalhado das placentas do grupo 30-50D mostrou, que
modificacbes estruturais estavam associadas as alteracbes em seu peso, indicando a
importancia de multiplas anélises para uma adequada avaliacdo da funcionalidade da
placenta. Apesar da eficiéncia placentaria (peso fetal vs. peso placentario) ter sido
substancialmente reduzida nos grupos diabéticos, o peso placentario foi correlacionado
positivamente com o peso fetal. Entretanto, 0 aumento no peso das placentas no grupo 90-
110D associada a fetos com pesos semelhante ao controle sugere, que 0 aumento do peso

placentario pode contribuir para resgatar o desenvolvimento fetal.

5.5 Morfologia placentéaria

As placentas diabéticas foram caracterizadas por diminuicdo da regido do labirinto em
relacdo a area total da placenta, alteracdes na expressdo do RNAm e na deposicdo de
componentes da matriz extracelular, bem como na atividade das MMPs. Importantemente,
esses parametros também foram diferencialmente modulados pela progresséo do diabetes.

A zona de labirinto é o sitio de absorcdo de nutrientes para o feto e aumenta
continuamente durante a gestacdo para acomodar a demanda metabolica, particularmente, no
ultimo periodo gestacional (112). Em gestacdes diabéticas, os resultados adversos, incluindo a
restricdo de crescimento intra-uterino e malformacdes, também tém sido associados a
disturbios no fluxo sanguineo placentario e/ou na troca de nutrientes e oxigénio entre a mae e
feto (113). Neste contexto, nossos dados destacam uma significante reducédo do labirinto que
em conjunto com as alteracdes observadas na citoarquitetura e composi¢do da MEC, podem
contribuir para alterar as interagdes materno-fetais e o fluxo sanguineo local, tendo como
consequéncia, a restricdo no crescimento fetal. Estes achados também foram diretamente
relacionados com da duragéo do diabetes.

Estes achados ndo descatam ou minimizam o papel que alteragfes na expressdo de
transportadores de glicose e de aminoacidos e na transferéncia de nutrientes podem

desempenhar na génese das complicacdes diabéticas na placenta e no feto (114-116).

5.6 Matriz extracelular
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Sabe-se que a MEC é reorganizada durante a formacéo da placenta (83,117). Estudos
in vitro de células trofoblasticas de camundongo mostraram que a tensdo de oxigénio e 0s
niveis de glicose regulam a expressdo de moléculas de MEC. Adicionalmente, niveis elevados
de glicose modulam o0 RNAm de Collal, Col3al e Fnl (117). Portanto, é valido pressupor
que, a modulacdo da expressdo destes colagenos em placentas diabéticas, tal como observado
nessa tese, assim como o aumento dos niveis de fibronectina demonstrado por outros autores
(83,84), decorram dos efeitos da hiperglicemia nas células trofoblasticas.

Resultados obtidos em uma linhagem de células trofoblasticas humanas cultivadas em
condicBes de niveis elevados de glicose mostram alteracBes na expressao do proteoglicano
perlecam, na atividade enzimatica da MMP2 e MMP9 e nos niveis dos inibidores de
metaloproteases tecidual (TIMP) 1 e TIMP2. Alteracbes também foram detectadas na
expressao de citocinas pro-inflamatdrias e de fatores angiogénicos (118).

Por meio de nosso estudo in vivo foi possivel observar a temporalidade das alteraces
da MEC. No grupo 30-50D a expressdao de RNAm e deposicdo do colageno tipo | estavam
aumentadas, concomitante a diminuicdo na atividade da MMP9. No grupo 90-110D,
entretanto, embora ndo tenha havido alteracdo na expressdo do RNAm, a deposicdo dos
colagenos 11l e V, bem como a atividade da MMP2 estavam aumentadas.

No grupo de 30-50D os niveis de expressao do colageno tipo Il ndo apresentaram
diferengas estatisticas. Porém, nesse grupo dois conjuntos diferentes de amostras foram
detectados: um grupo de amostras foi semelhante ao controle, enquanto em outro, a expressao
do coléageno Il estava aumentada de forma significativa. Por outro lado, no grupo 90-110D a
expressdo desse colageno foi semelhante ao controle, enquanto sua deposicdo estava
aumentada.

Os niveis de expressdo do colageno tipo V foram diminuidos em 30-50D, porém sua
deposicdo foi aumentada na regido do labirinto em ambos os grupos diabéticos. Trabalhos
anteriores do LBR/MEC (3) também mostraram auséncia de correlacdo entre a deposigédo de
algumas moléculas da MEC e a expressdo de seus RNAmM nos tecidos uterinos. Esses
resultados aparentemente contraditérios decorrem, provavelmente, da complexidade e da
velocidade do processo de sintese e degradacdo dessa familia de moléculas, particularmente,
em estruturas com alto grau de remodelacdo como é o endomeétrio especialmente, durante a
gestacdo. Coletivamente, nossos resultados indicam que o diabetes interfere na MEC
placentaria, afetando pelo menos dois mecanismos (i) a expressio do RNAm de seus
componentes e (ii) a atividade de enzimas de clivagem da MEC.
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Em resumo podemos sugerir que a diminui¢do na expressao dos colagenos I, 11l e na
atividade da MMP2 é responsavel pelo aumento na deposicéo destes colagenos no grupo 30-
50D. Enquanto o0 aumento na deposicdo dos colagenos Il e V no grupo 90-110D desencadeou
0 aumentou da atividade de MMP2, induzindo a um novo ciclo remodelacéo.

Estes resultados, entretanto, ndo sdo completamente compativeis com estudos feitos
em outras espécies. Por exemplo, anélise imunohistoquimica dos colagenos tipo | e Il na
placenta de ratas portadoras de diabetes do tipo 1 ndo apresentaram alteracdes na deposicdo
destas moléculas (83). Além disso, observou-se aumento da atividade de ambos MMP2 e
MMP9 em placentas de ratas portadoras de diabetes tipo 1 (119). Nesses estudos, entretanto
os animais foram tratados com insulina durante o periodo experimental. Em conjunto, nossos
resultados corroboram com os encontrados na literatura, e indicam que o desenvolvimento de
complicacdes na placenta depende ndo apenas do modelo de diabetes utilizado, mas, também
de outros fatores como: espécie do animal, linhagem, entre outros (89,90,120,121).
Resultados anteriores de nosso grupo mostraram diferengas importantes entre a composicao e
organizacdo da MEC entre camundongos e ratos, entre essas, a presenca de fibrilas de
colageno, muito espessas em camundongos (29), que ndo encontra contrapartida na decidua
de ratas. Além destes fatos, ha que se considerar a diversidade de abordagens metodoldgicas
e a afericdo dos valores de referéncia nos diferentes estudos, o que pode levar a resultados
diferentes.

Todos os colagenos fibrilares (tipos I, 11l e V) imunolocalizados no labirinto da
placenta de camundongos também sdo encontrados nas vilosidades da placenta humana (122).
Do mesmo modo, as alteracBes observadas na deposicdo de colageno no labirinto nesse
estudo sdo similares aquelas descritas em humanos (123). O colageno fibrilar presente nas
vilosidades coribnicas - regido analoga a regido de labirinto em camundongos - de placentas
de mulheres com diabetes tipo 1 e 2, bem como no diabetes gestacional é mais abundante do
que em mulheres normoglicémicas (123). Tal similaridade reforca a validade do modelo de
camundongos para a compreensdo das lesdes placentarias associadas ao diabetes em seres
humanos. A contribuicdo individual de cada um dos tipos de colageno néo foi investigada nos
estudos acima citados.

Sob a influéncia de fatores angiogénicos, células angiogénicas e trofoblasticas migram
através da MEC esculpindo a rede vascular da placenta, que é essencial para sua fisiologia
(124,125). Além das alteracBes da MEC, da expressdao de fatores antigénicos e de seus
receptores, alteracBes vasculares da placenta foram relatadas em placentas diabéticas
(106,123,126,127). O papel fundamental dos fatores angiogénicos, componentes da MEC e
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MMPs na angiogénese, permite-nos sugerir que distdrbios simultaneos sobre esses fatores
ocasionados pelo diabetes tém potencial para prejudicar a formagédo do labirinto, bem como
suas funcdes.

Em concluséo, nossos resultados reforcam estudos anteriores do LBR/MEC sobre a
importancia do fator temporal para o desenvolvimento de complicacdes do diabetes sobre a
gestacdo (89,90). Além disso adicionam novos conhecimentos sobre o efeito temporal do
diabetes, particularmente, no desenvolvimento placentario e fetal. Importantemente, estes
resultados mostram que alguns desses animais sdo capazes de desenvolver estratégias

especificas em busca de uma melhor adaptagdo frente ao diabetes.
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Os resultados apresentados por este estudo permite concluir que:

O ciclo estral é afetado pelo diabetes de modo diretamente relacionado com a sua
duracdo. Dentre as modificacdes encontradas, destacam-se: (i) alteracbes no perfil

temporal das fases do ciclo; (ii) metacromasia decorrente de alteragéo da flora vaginal.

As alteracGes promovidas no perfil reprodutivo foram dependentes da duracdo do

diabetes, a saber:

a. O diabetes de curto prazo (30-50D) promoveu altas taxas de perdas

embrionarias iniciais e restricdo de crescimento na maioria dos fetos.

b. O diabetes de longa duracgdo (90-110D) promoveu malformac6es, mortes fetais
e restricdo de crescimento intrauterino em parte dos fetos. O aumento no peso
de algumas placentas neste grupo foi associada a fetos com pesos semelhante
ao controle, indicando que o aumento do peso placentario contribui para

garantir o desenvolvimento fetal.

As placentas diabéticas apresentaram a regido de labirinto diminuida em relagdo a area

total da placenta, além da reducéo da rede vascular.

Alteracdes na expresséo do RNAmM e na deposicdo de componentes da matriz
extracelular, bem como na atividade das MMPs, foram dependentes da progresséo do

diabetes.

a. No grupo 30-50D o diabetes promoveu aumento da expressdo e deposicdo do
colageno tipo | e em aumento da expressdo de colageno tipo Il em 43% dos
animais e aumento da deposicdo de colageno tipo IV na membrana basal da
rede vascular. Neste grupo houve diminuicdo dos niveis de expressdo do
colageno V e da atividade da MMP9.

b. No grupo 90-110D, o diabetes ndo promoveu alteragcdo na expressao do RNAmM
de nenhum dos colageno analisados. Porém a deposicao dos coldgenos IlI, 1V e

V foi aumentada, tambémhouve aumento da atividade da MMP2 neste grupo.
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