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RESUMO 

ARAUJO, F. R. Efeito citotóxico e indutor de inflamação da Azatioprina sobre os vilos 
planetários. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2022. 

 
A utilização de fármacos imunossupressores é fundamental para a sobrevida de pacientes com 

inúmeras desordens, como doenças autoimunes e a doença inflamatória intestinal, e para evitar 

a rejeição de órgãos após transplantes. O número de mulheres que engravidam sob tratamento 

com esses fármacos tem aumentado muito nos últimos anos, embora as informações referentes 

ao potencial de toxicidade destes fármacos sobre o feto e a placenta ainda sejam limitadas. 

Neste contexto, o objetivo central foi investigar o impacto do fármaco imunossupressor 

Azatioprina sobre os vilos coriônicos de placentas humanas, no que tange à vitalidade destas 

células e à produção de citocinas pró-inflamatórias. Dado o potencial citotóxico deste fármaco, 

nossa hipótese é que seu uso pode comprometer a homeostase das células placentárias, que 

sinaliza ao sistema imune materno com a liberação de IL-1β e IL-18. Materiais e Métodos. 

Foram utilizados vilos coriônicos dissecados de placentas de gestantes consideradas saudáveis 

por exames clínicos e bioquímicos, coletadas no Serviço de Obstetrícia da Faculdade de 

Medicina e no Hospital Universitário, da Universidade de São Paulo. Os vilos coriônicos foram 

cultivados em meio DMEM suplementado com soro bovino fetal, a 37oC, em condições de 

umidade e com 5% CO2. As culturas foram tratadas com o fármaco imunossupressor 

Azatioprina em concentrações que variaram de 0 a 100 ng/mL, por 24 horas. As análises das 

amostras incluíram a avaliação de atividade metabólica mitocondrial pelo ensaio de MTT, taxas 

de morte celular pela atividade da enzima LDH, morfologia dos vilos após cultivo e exposição ao 

fármaco e também a expressão de IL-1β, IL-18 e de Caspase-1 clivada por Western Blotting. 

Resultados. A presença de azatioprina no meio de cultura reduziu a atividade metabólica 

mitocondrial dos explantes placentários (p<0.05), assim como aumentou as taxas de injuria 

celular (p<0.05) em comparação com as amostras do grupo controle. A presença de azatioprina 

também induziu a expressão de IL-1β e IL-18 concomitante à ativação de caspase-1 (p<0.05). 

Conclusão. Os dados obtidos sugerem que a presença da azatioprina no meio de cultura 

causou um microambiente citotóxico que interferiu com o metabolismo dos vilos coriônicos 

induzindo injuria e ativando a produção de citocinas pró-inflamatórias. Estes dados mostram 

que a azatioprina pode alterar a homeostase das células placentárias e sugerem que a 

produção de IL-1β e IL-18 pode estar atuando como sinalizadores deste desequilíbrio. 

Palavras-chave: Imunossupressão; Gestação; Inflamação; Inflamassoma; Vilo coriônico. 



 

 

 

ABSTRACT 

ARAUJO, F. R. Azathioprine cytotoxic and inflammation-inducing effect on placental villi. 

São Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo; 2022. 
 

Introduction. Immunosuppressive drugs are essential for the survival of patients with 

numerous disorders, such as autoimmune and inflammatory bowel diseases, and to 

avoid organ rejection after transplantation. The number of women who become pregnant 

under treatment with these drugs has increased dramatically in recent years. However, 

information regarding the potential toxicity of these drugs on the fetus and placenta is 

still limited. In this context, our main objective was to investigate the impact of the 

immunosuppressive drug Azathioprine on the chorionic villi of human placentas 

regarding the vitality of these cells and the production of pro-inflammatory cytokines. 

Given the cytotoxic potential of this drug, we hypothesize that its use may compromise 

the homeostasis of placental cells, which signals the maternal immune system with the 

release of IL-1β and IL-18. Materials and methods. Chorionic villi were dissected from 

placentas of pregnant women considered healthy by clinical and biochemical tests and 

collected at the Obstetrics Service of the Faculty of Medicine and the University Hospital 

of the University of São Paulo. Chorionic villi were cultured in DMEM medium 

supplemented with fetal bovine serum, at 37oC, under humid conditions, and with 5% 

CO2. Cultures were treated with the immunosuppressive drug Azathioprine at 

concentrations ranging from 0 to 100 ng/mL for 24 hours. The analysis of the samples 

included the evaluation of mitochondrial metabolic activity by the MTT assay, cellular 

injury by the activity of the LDH enzyme, morphology of the villi after exposure to the 

drug, and the expression of IL-1β, IL-18, and Caspase -1 cleaved by western blotting. 

Results. The presence of azathioprine in the culture medium reduced the mitochondrial 

metabolic activity of placental explants (p<0.05), as well as increased cellular injury 

rates (p<0.05) compared to samples from the control group. The presence of 

azathioprine also induced the expression of IL-1β and IL-18 concomitant with caspase-1 

activation (p<0.05). Conclusion. The data obtained suggest that Azathioprine caused a 

cytotoxic microenvironment that interfered with chorionic villus metabolism, inducing 

injury and activating the production of pro-inflammatory cytokines. These data show that 

azathioprine can alter the homeostasis of placental cells and suggest that the 

production of IL-1β and IL-18 may be acting as indicators of this imbalance. 

 
Keywords: Immunosuppression; Gestation; Inflammation; Inflammasome: Chorionic 
villous. 



 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 Anticorpos primários e diluições ............................................................ 62 

Tabela 2 Anticorpos secundários e diluições ....................................................... 63 

Tabela 3 Características das gestações das doadoras de vilos coriônicos ........... 68 



 

LISTA DAS PRINCIPAIS ABREVIATURAS E SIGLAS 

 
 

6-Me-MP - 6-mercaptopurina metilado 

6-MMP - 6-metilmercapropurina 

6-MP - 6-mercaptopurina 
 

6-TGDP - 6-tioguanina difosfato 

 
6-TGMP - 6-tioguanina monofosfato 

6-TGMP - 6-tioguanina trifosfato 

6-TGN - 6-tioguanina 
 

6-tITP - 6-tio-inosina trifosfato 

AIM2 - absent in melanoma 2 

AQPs - aquaporinas 

ASC - apoptosis-associated speck-like protein containing 
 

ATP- adenosia trifosfato 

AZA- azatioprina 

BSA - albumina sérica bovina 

Ca2+ - Cálcio 

CARD - caspase activation and recruitment domains 
 

CIITA - class II major histocompatibility complex transactivator 

 
CLR - receptores de lectina C 

 
CPIC - Clinical Pharmacogenetics Consortium 

 
DAI - DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors 

DAMPs - padrões moleculares associados ao perigo 

DMSO - sulfóxido de dimetil 



 

 

DNA – ácido desoxirribonucleico 

DO - densidade óptica 

DRO - cápsula oral de liberação retardada 

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

FATP - fatty acid transport protein 

FDA - Food and Drug Administration 

GLUT - transportador de glicose 

GMPS - guanosina monofosfato 

GST - glutationa s-transferase 

HCG - hormônio gonadotrofina coriônica 

 
HGPRT - hipoxantina guanina-fosforibosil transferase 

HMGB1 - high mobility group Box-1 

HPE - espuma hidrofílica retal 

HPF - espuma retal hidrofóbica 

HPL - hormônio lactogênio placentário 

 
HPLC - cromatografia líquida de alta eficiência 

HPRT - hipoxantina fosforibosil transferase 

ICM - células da massa interna 

IGF-1 - Fator de crescimento tipo insulina I 

IL-1 - Interleucina 1 

IL-18 - Interleucina 18 
 

IL-1β - interleucina 1 beta 

IL-2 - Interleucina 2 

IL-6 - Interleucina 6 



 

 

IMP - inosina monofosfato 

 
IMPDH - inosina monofosfato desidrogenase 

IPAF - ICE-protease activating factor 

IRF - fatores reguladores de interferon 

ITP - trifosfato de inosina 

ITPase - inosina trifosfatase 

K+ - potássio 

LDH - lactato desidrogenase 
 

LRR – repetições ricas em Leucina 
 

MDA5 - melanoma differentiation-associated protein 5 
 

mTOR - mammalian target of rapamycin 

 
MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina 

NACHT - central nucleotide binding domain/NOD 

NaCl - cloreto de sódio 
 

Nad+ - dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (oxidado) 

NADH – dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (reduzido) 

NAIP- neuronal apoptosis inhibitory protein 

NF-kB - fator nuclear kapa B 

NLR - receptores do tipo NOD 

NLRP3 - receptor do tipo NOD com domínio de pirina 3 

OMS - Organização Mundial de Saúde 

PAMPs - padrões moleculares associados a patógenos 

PBS - tampão fosfato-salina 

PGH - Hormônio crescimento placentário 



 

PPR - molecular pattern recognition receptor 

PRR - receptores de reconhecimento padrão 

PYD - pirina 

RIG-1 - retinoic acid-inducible gene I 
 

RIPA - tampão de lise celular (radioimmuno precipitation assay) 

RNA – ácido ribonucleico 

ROS - espécies reativas de oxigênio 

SAM - S-adenosil L-metionina 

SARM - Sterile-alpha and armadillo motif protein 
 

SDS – dodecil sulfato de sódio 

SLE - lúpus eritematoso sistêmico 

SNP - polimorfismos de nucleotídeo único 

TBS - solução salina tamponada com tris 

TIR - receptor Toll da interleucina-1 

TLR - receptores do tipo Toll 
 

TNFα - fator de necrose tumoral alfa 

TPMT - tiopurina s-metil transferase 

TRIF - molécula adaptadora contendo domínio TIR indutor de interferon β 

UNK - células uterinas Natural Killer 

XO - Xantina oxidase 



 

SUMÁRIO 

 
 
 
 

1 INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 23 

2 REVISÃO DA LITERATURA ..................................................................................... 26 

2.1 Placenta: Estrutura e Funções ........................................................................ 27 

2.2 Funções placentárias ....................................................................................... 30 

2.2.1 Transporte através da placenta ...................................................................... 31 

2.2.2 Produção de hormônios ................................................................................ 32 

2.3 A Placenta como órgão imune .......................................................................... 33 

2.4 A placenta como barreira a fármacos .............................................................. 34 

2.4.1 Transportadores de drogas na placenta ........................................................ 37 

2.5 Imunossupressores e seu uso durante a gestação ....................................... 39 

2.6 Azatioprina ......................................................................................................... 41 

2.6.1 Azatioprina na gestação ................................................................................ 44 

2.6.2 Biodisponibilidade ......................................................................................... 44 

2.7 Inflamassoma ..................................................................................................... 46 

3 OBJETIVOS .............................................................................................................. 51 

3.1 Objetivo Geral .................................................................................................... 52 

3.2. Objetivos específicos ....................................................................................... 52 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ......................................................................................... 53 

4.1 Empresas fornecedoras de reagentes e equipamentos ................................. 54 

4.2 Avaliação do Comitê de Ética ........................................................................... 55 

4.3 Seleção das gestantes ...................................................................................... 55 

4.3.1 Critérios de inclusão e Exclusão ................................................................... 55 

4.4 Obtenção dos vilos coriônicos ......................................................................... 56 

4.5 Cultivo de explantes placentários .................................................................... 57 

4.6 Tratamento dos explantes placentários cultivados ........................................ 57 

4.7 Ensaio para avaliação de injuria celular – LDH ............................................... 58 

4.8 Avaliação do metabolismo celular - MTT ......................................................... 59 

4.9 Análise Morfológica........................................................................................... 60 

4.10 Análise da expressão proteica por western blotting .................................... 60 

4.11 Análise de citocina pró-inflamatória IL-1β por ELISA........................................ 63 

5 ANÁLISE ESTATÍSTICA ........................................................................................... 65 



 

6 RESULTADOS .......................................................................................................... 67 

6.1 Perfil das gestantes que doaram as placentas para este estudo ................... 68 

6.2 Explantes placentários tratados com azatioprina apresentam alterações 
morfológicas, diminuição de atividade metabólica e aumento nas taxas de 
injuria celular ........................................................................................................... 69 

6.3 A exposição à Azatioprina aumenta os níveis proteicos das citocinas 
inflamatórias IL1β e IL18 pelas células placentárias .................................................. 72 

6.4 A expressão de citocinas inflamatórias pode estar associada à ativação do 

fator NF-B ............................................................................................................... 73 

6.5 O tratamento com Azatioprina altera a clivagem de Caspase-1 nas células 
placentárias cultivadas ........................................................................................... 75 

7 DISCUSSÃO .............................................................................................................. 77 

7.1 Sobre a homogeneidade das gestantes/gestações doadoras de vilos 
coriônicos ................................................................................................................ 78 

7.2 Sobre a concentração de Azatioprina utilizada neste estudo ........................ 79 

7.3 A Azatioprina diminuiu a vitalidade das células placentárias e aumentou as 
taxas de injuria celular ............................................................................................ 80 

7.4 Ocorre aumento de interleucinas inflamatórias após o tratamento com 
Azatioprina ............................................................................................................... 83 

8 CONCLUSÕES .......................................................................................................... 89 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRAFICAS ............................................................................. 91 

ANEXOS 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) ....... 109 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 INTRODUÇÃO 



23 
 

 
 
 

A utilização de fármacos imunossupressores é fundamental para a sobrevida de 

pacientes com inúmeras desordens, como a doença inflamatória intestinal (doença de 

Crohn e a colite ulcerativa), doenças autoimunes como a artrite reumatoide e para evitar 

a rejeição de órgãos após serem transplantados (VEERMAN et al., 1996; PRATT; 

FLAVIN; KAPLAN, 1996; MARTINS et al. ,2019; MASON; KRUEGER 2001; 

PONTICELLI, 2011; SHAH et al., 2020). A possibilidade de controle destas doenças é, 

desta forma, um fator relevante para que mulheres em fase reprodutiva possam almejar 

uma gestação, um percentual que tem aumentado relevantemente nas últimas décadas 

(ALSTON; KULLER; MCMAHON, 2001). 

Apesar do efeito terapêutico e imprescindível destes fármacos, quando 

administrados durante a gestação podem atravessar a placenta e alcançar a circulação 

fetal, comprometendo desenvolvimento fetal e induzindo malformações (ZEMLICKIS et 

al., 1992; PACIFICI; NOTTOLI, 1995). Estes efeitos adversos podem resultar de danos 

diretos ao feto, na medida em que atravessam a barreira placentária ou ainda, serem 

provenientes de dano indireto na medida em que podem comprometer as funções 

placentárias (BECKMAN et al., 1990; KOLONIN; PASQUALINI; ARAP, 2002). Estudos 

em animais e em humanos sugerem que grande parte dos imunossupressores podem 

levar a consequências danosas sobre o feto. Aumento da incidência de prematuridade, 

restrição de crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer são características 

encontradas em neonatos de gestantes que se utilizaram destes medicamentos durante 

a gestação (WEISZ; SCHIFF; LISHNER, 2001; PRÉVOT; MARTINI; GUIGNARD, 2002). 

Trabalhos prévios em nosso laboratório mostraram que em ensaios in vitro, a 

azatioprina, um potente fármaco imunossupressor, altera relevantemente o 

metabolismo dos vilos coriônicos, reduzindo a expressão de fatores angiogênicos 

essenciais para a manutenção e homeostase da interface materno-fetal (GOMES et al., 

2019). 

Tanto a azatioprina quanto o 6-MP atravessam a placenta humana (TENDRON; 

GOUYON; DECRAMER, 2002). Evidências clínicas mostram que em relação à 

concentração encontrada no sangue materno, a concentração de azatioprina e 6-MP 

alcançam cerca de 64-93% na placenta e 1–5% no sangue fetal (SAARIKOSKI; 

SEPPALA,1973; FRAMARINO-DEI-MALATESTA; SAMMARTINO; NAPOLI, 2017). 
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A azatioprina quando intracelularmente metabolizada gera a formação de 

nucleotídeos ativos de 6-tioguanina, que são incorporados ao DNA interrompendo o 

ciclo celular e levando a célula a morte por apoptose (CHOUCHANA et al., 2012). Sua 

ação depende da dosagem e frequência de administração, assim como da capacidade 

individual dos pacientes de expressar as enzimas da cadeia de sua metabolização 

(CHOUCHANA et al., 2012). Na placenta humana, evidências experimentais também 

apontam para um papel importante da azatioprina na indução de morte de células 

trofoblásticas extravilosas por meio da indução de estresse oxidativo (PELIN et al., 

2015). 

Dada as funções de extrema relevância desempenhadas pela placenta, injuria e 

morte de suas células, por si só podem representar aumentado risco de complicações 

gestacionais e fetais. Por outro lado, desafios à homeostase em geral provocam uma 

resposta inflamatória que pode ser local ou sistêmica (MEDZHITOV, 2008). Dentre os 

fatores desencadeantes da resposta inflamatória inata, destacam-se os padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs), que são sinais de sofrimento celular 

representados pela liberação de produtos celulares como os encontrados em condições 

de morte celular (DIAMOND; ANDERSON; MCCREADIE, et al., 1960; AKIRA; 

UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). A ativação de uma resposta 

inflamatória nestas condições pode ser realizada por meio da montagem de complexos 

multiproteicos denominados de inflamassomas. Uma vez ativados, os inflamassomas 

ativam tipos específicos de caspases que permitem a liberação das formas ativas de 

interleucina-1β e interleucina-18, capazes de montar uma resposta imune efetiva e 

complexa para regeneração tecidual ou eliminação do tecido lesado (LATZ; XIAO; 

STUTZ, 2013; BROZ; DIXIT, 2016). 

Neste contexto, este estudo foi delineado para avaliar o impacto da azatioprina, 

um potente fármaco imunossupressor, sobre os vilos coriônicos, tendo como base: i) o 

amplo uso deste fármaco, de forma contínua, por mulheres gestantes com diferentes 

patologias prévias, ii) a azatioprina e seu metabólito ativo são expostos à superfície da 

barreira placentária ao longo da gestação, iii) estes compostos são capazes de 

atravessar a barreira placentária e desta forma interagir com o metabolismo das células 

trofoblásticas, iv) a ação da azatioprina sobre o metabolismo celular pode levar a morte 
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e, v) produtos resultantes de processos de morte celular podem atuar como moléculas 

indutoras de inflamação com a liberação de citocinas iniciadoras como a IL-1 e IL-18. 

Nossa hipótese é que a citoxicidade deste fármaco é um fator de 

comprometimento da homeostase placentária, que sinaliza ao sistema imune materno 

com a liberação de IL-1β e IL-18. 

A produção destas interleucinas no microambiente placentário e sua liberação na 

circulação materna sinalizando a células do sistema imune inato, em um ambiente 

farmacologicamente imunossuprimido, pode ser de importância na gestação de 

pacientes que necessitam desse tratamento. 
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2.1 Placenta: Estrutura e Funções 

 
 

A implantação do blastocisto na parede endometrial dá início à diferenciação de 

suas células de revestimento externo (o trofoblasto) em citotrofoblasto – uma camada 

de células individualizadas e com intensa atividade proliferativa – e em 

sinciciotrofoblasto, gerado a partir da fusão de células citotrofoblásticas (BENIRSCHKE; 

BAERGEN, 2006). 

Expandindo-se graças a atividade proliferativa do citotrofoblasto, o 

sinciciotrofoblasto invade a parede endometrial, ultrapassando os limites epiteliais para 

alojar completamente, o embrião no endométrio (HAFEZ, 2018). Associado a essa 

invasão, ocorre também a abertura de capilares e glândulas uterinas, estabelecendo 

uma interface de contato materno-fetal (HAFEZ, 2018). A formação da placenta se 

segue, com o desenvolvimento das vilosidades coriônicas - projeções digitiformes de 

sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto envolvendo um eixo mesenquimal em direção ao 

tecido uterino. Estas projeções se ramificam intensamente ao longo da gestação 

(DEMIR; SEVAL; HUPPERTZ, 2007). 

Por volta do 20° dia de gestação, o mesênquima torna-se vascularizado e passa 

a conter também macrófagos (células de Hofbauer), que desempenham um papel 

importante no apoio à vasculogênese placentária fetal, além de importantes funções de 

defesa local (REYES; GOLOS, 2018). Os vasos sanguíneos da placenta se conectam à 

circulação fetal por meio dos vasos umbilicais (DEMIR; SEVAL; HUPPERTZ,2007). 

O alojamento do embrião no endométrio é acompanhado por modificações 

morfofuncionais nas células uterinas que passam a formar a decídua, com propriedades 

ímpares na criação de um microambiente propício ao desenvolvimento embrionário 

(MATSUMOTO, 2017; NORWITZ; SCHUST; FISHER, 2001). A decídua em contato 

com as vilosidades coriônicas mais desenvolvidas (também denominado de cório 

frondoso) é referida como decídua basal e constitui a porção materna da unidade 

placentária (MOORE; PERSAUD, 2016). 

Na medida em que as vilosidades coriônicas concluem sua organização 

morfológica e funcional, ela se mostra formada pela camada sincicial em contato com o 

sangue materno, que é suportada pela camada de células citotrofoblásticas vilosas, 
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revestindo o mesênquima fetal, extraembrionário vascularizado (HAFEZ, 2018) (Figura 

1). 

No ápice das vilosidades coriônicas, a proliferação do citotrofoblasto forma uma 

excrescência que ultrapassa os limites do sinciciotrofoblasto e se estende pala decídua. 

Estas células são denominadas de células citotrofoblásticas extravilosas e 

desempenham múltiplas funções metabólicas e imunológicas para garantir a sobrevida 

fetal no organismo materno (NORWITZ; SCHUST; FISHER, 2001). Durante este 

processo migratório, estas células alcançam as artérias espiraladas uterinas, 

inicialmente bloqueando seu fluxo para os espaços intervilosos enquanto remodelam 

suas estruturas (substituição das células das túnicas intima e média por células 

extravilosas) para torná-las canais de revestimento trofoblástico com alta capacidade de 

distensão e baixa resistência. 

A partir da 12ª semana de gestação, estes canais são abertos diretamente no 

espaço interviloso, permitindo que os vilos sejam banhados pelo sangue arterial. Esta 

interface – também denominada de membrana interhemal - é responsável pelas trocas 

nutricionais e gasosas entre os organismos materno e fetal. Após percolar pelos 

espaços intervilosos, o sangue materno retorna à circulação, drenado por veias 

uterinas, também em contato com o espaço interviloso. 

O mecanismo de remodelação vascular é fundamental para acomodar o 

aumento do fluxo sanguíneo durante a gestação, impedir que após a abertura dos  

vasos uterinos, a velocidade do fluxo sanguíneo arterial materno cause danos 

mecânicos aos delicados ramos terminais das árvores vilosas, facilita as trocas 

nutricionais e gasosas entre este sangue materno e o fetal, além de impedir a resposta 

à substâncias vasoativas periféricas, o que potencialmente é de alto risco para a 

manutenção da gestação (KARIMU; BURTON, 1994). Anormalidades no processo de 

invasão vascular por parte das células trofoblásticas ou mais especificamente do 

controle das condições vasculares placentárias estão estreitamente relacionadas a 

perdas gestacionais entre o 2º e 3º trimestre de gestação, pré-eclâmpsia e eclampsia e, 

restrição de crescimento intrauterino (RED-HORSE et al., 2004; RESLAN; KHALIL, 

2010; LAM; POLIFKA; DOHIL, 2005). 
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Ao longo da gestação, a maioria das vilosidades coriônicas flutuam no sangue 

materno extravasado no espaço interviloso. Nas extremidades livres destas estruturas 

(vilosidades terminais) abundam capilares fetais, estruturas essenciais na condução de 

nutrientes e gases do sangue materno para o feto (ALENCAR et al., 2012). As 

vilosidades que se mantém aderidas à decídua basal são denominadas de vilosidades 

de ancoragem, e são sítios de migração das células citotrofoblásticas extravilosas 

(ALENCAR et al., 2012). 

O sinciciotrofoblasto é altamente polarizado, com uma densa quantidade de 

microvilos em sua borda apical. Estas projeções amplificam a superfície de contato com 

o sangue materno e consequentemente a exposição de receptores e transportadores, 

favorecendo as trocas moleculares na interface sangue materno-sinciciotrofoblasto 

(BENIRSCHKE; BAERGEN, 2006). No decorrer da gestação, a camada de 

citotrofoblasto viloso torna-se cada vez mais escassa, aproximando o sinciciotrofoblasto  

dos capilares fetais e tornando a barreira placentária mais adelgaçada (BENIRSCHKE; 

BAERGEN, 2006). 

Na decídua basal, além das células deciduais (originadas a partir de fibroblastos 

locais) estão presentes células do sistema imunológico e componentes vasculares 

(BURTON; FOWDEN, 2015). 

A placenta ainda é capaz de sintetizar e secretar numerosas substâncias tais 

como hormônios, fatores de crescimento, citocinas, eicosanoides e outras moléculas 

bioativas e reguladoras, que atuam como moduladores do organismo materno para 

manter a homeostase gestacional (sistêmica e local). Também atua em funções 

imunológicas, ativando e preservando mecanismos de tolerância sistêmica e local entre 

mãe e feto (BURTON; FOWDEN, 2015). A capacidade adaptativa do embrião de 

mamífero parece ser um reflexo da incrível habilidade da placenta em utilizar 

sinalizadores maternos para modular seu metabolismo e desenvolvimento 

(HUTCHINSON et al., 2009). 

A placenta a termo é um órgão discoide, com aproximadamente 22 cm de 

diâmetro, 2,5 cm de espessura e pesando aproximadamente 500g. É formada por 

estruturas de diferentes origens - o cório frondoso (porção fetal), constituído pelas 
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vilosidades coriônicas e, a decídua basal, parte da mucosa uterina que também contém 

células fetais (trofoblasto extraviloso) (HAFEZ, 2018). 

 

Figura 1: Representação esquemática da placenta humana. A imagem mostra as estruturas da 
placenta com foco na face materna (decídua) e fetal (cório frondoso). Modificado de Ellinger, 
2016. 

 
 

2.2 Funções placentárias 

 

A placenta exerce múltiplas funções. Ela atua na passagem de oxigênio, água, 

carboidratos, aminoácidos, lipídios, vitaminas, minerais e outros nutrientes para o feto, 

ao mesmo tempo em que transporta no sentido oposto, para o organismo materno, 

dióxido de carbono e outros produtos residuais. Além disso, metaboliza várias 

substâncias, cujos produtos metabólicos podem ser liberados na circulação materna ou 

mesmo na fetal. Neste contexto, podem participar da proteção fetal contra moléculas 

xenobióticas. Mecanismos de defesa contra infecções e doenças maternas também são  

atividades importantes da placenta, caracterizando-a como barreira contra patógenos. A     

placenta ainda atua como órgão endócrino, liberando inúmeros hormônios na circulação    

materna e fetal, responsáveis pela: manutenção da gestação, metabolismo materno, 

crescimento fetal, parto entre outras funções (GUDE et al., 2004). 
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2.2.1 Transporte através da placenta 

 
O fluxo sanguíneo materno arterial para o espaço interviloso é estabelecido entre 

as semanas 10 a 12 semanas de gestação. Antes do início desta circulação materna 

arterial para o espaço interviloso, o transporte de nutrientes e gases ocorre via sangue 

venoso dos capilares maternos e a nutrição também via fagocitose de secreções 

glandulares endometriais pelas células trofoblásticas (GUDE et al., 2004; BURTON et 

al., 2002). Após a 12ª semana, com a abertura dos canais trofoblásticos, o sangue 

arterial materno entra em contato com as vilosidades terminais da placenta, o que 

permite maior transporte de gases respiratórios, nutrientes e produtos residuais através 

das membranas placentárias (GUDE et al.,2004) . Qualquer componente presente no 

sangue materno para alcançar a circulação fetal e vice-versa, depende do transporte 

através do sinciciotrofoblasto e do endotélio fetal. 

A passagem através da placenta é dependente de pressão hidrostática e 

osmótica. Acredita-se que a água atravesse passivamente a placenta, embora 

evidências também mostrem que sua transferência pode ser facilitada no 

sinciciotrofoblasto por difusão lipídica (JANSSON et al., 1999) ou por meio de canais 

proteicos de água conhecidos como aquaporinas (AQPs). Experimentos de absorção 

mostraram que essas AQPs podem mediar o transporte transcelular de água, ureia e 

glicerol na placenta humana (DAMIANO, 2011), além de facilitar o fluxo de solutos 

neutros, como monocarboxilatos, purinas e pirimidinas (TSUKAGUCHI et al., 1998). Os 

íons sódio e cloreto são transferidos através da placenta por difusão passiva, embora o 

transporte ativo possa ocorrer. Íons de cálcio, ferro e vitaminas são transferidos 

principalmente por carreadores ativos (GUDE et al.,2004). 

A difusão do oxigênio é rápida e ocorre facilmente do sangue materno para o 

fetal, e de dióxido de carbono do sangue fetal para o materno. A maior afinidade pelo 

oxigênio e menor pelo dióxido de carbono da hemoglobina fetal favorece a transferência 

dos gases entre os organismos materno e fetal (GUDE et al.,2004). 

Por ser uma fonte primaria de energia para o feto, e participar de vários 

processos anabólicos, a glicose é o principal carboidrato transportado através da 

placenta, alcançando o feto via circulação. Este transporte ocorre geralmente por 

difusão além de transportadores específicos denominados em conjunto de GLUTs. Em 



32 
 

 
 
 

humanos, o principal transportador de glicose é o GLUT1, presente nas 

microvilosidades da barreira sincicial. O transportador GLUT3 também faz parte do 

sistema de passagem da glicose para o feto, mas está presente apenas no endotélio 

vascular viloso (ILLSLEY, 2000). No sinciciotrofoblasto, parte da glicose captada é 

convertida em glicose-6-fosfato ou glicogênio e é utilizada para o metabolismo 

placentário (BAUMANN;DEBORDE; ILLSLEY, 2002). 

O transporte de aminoácidos, por sua vez, é um processo ativo, mediado por 

transportadores específicos. Cerca de 15 sistemas de transporte foram identificados no 

sinciciotrofoblasto e endotélio na placenta (JANSSON, 2001). Ácidos graxos, 

importantes para a síntese de moléculas de sinalização celular e para a produção de 

membranas e mielina, são transferidos como ácidos graxos livres e glicerol através da 

barreira sincicial, por difusão simples ou por meio de proteínas transportadoras (fatty 

acid transport protein, FATP-4) (DESFORGES; SIBLEY, 2010; LARQUÉ et al., 2011). 

 
2.2.2 Produção de hormônios 

 
A placenta produz fatores de ação endócrina, parácrina e /ou autócrina. Dentre 

estes, destaca-se a produção de estrogênio, progesterona, gonadotrofina coriônica, 

hormônio placentário lactogênio, hormônio placentário do crescimento, citocinas, 

quimiocinas, entre outros. 

A partir da 9ª semana de gestação em humanos, a placenta torna-se responsável 

pela produção da maior parte da progesterona circulante (250 mg/dia) e estrogênios 

(100-120 mg/dia), liberada tanto para a circulação materna quanto para a fetal. Uma 

função de fundamental importância da progesterona é o controle da contratilidade 

uterina (PEAVEY et al., 2021), o que parece ser dependente da sua concentração 

sérica e da expressão miometrial dos receptores B (PGR-B, diminui a contratilidade 

miometrial e tem ação anti-inflamatória) ou A (PGR-A, inibe a ação do PGR-B). A 

placenta também é a principal fonte de estrógeno circulante (principalmente estradiol, 

assumindo funções essenciais no crescimento e diferenciação endometrial, 

angiogênese, contração miometrial e proliferação dos dutos mamários (COSTA, 2016). 

Hormônios esteroides são sintetizados no fígado e adrenal fetal e transferidos para o 
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compartimento placentário onde são finalizados enzimaticamente e liberados inclusive 

para a circulação materna (PASQUALINI; CHETRITE, 2016; CHATUPHONPRASERT 

et al., 2018). 

Outros hormônios de destaque produzidos pela placenta são a gonadotrofina 

coriônica (HCG), o hormônio placentário lactogênico (HPL) e o hormônio de crescimento 

placentário (PGH). A gonadotrofina coriônica humana é produzida no início da gestação 

pelo sinciciotrofoblasto, atingindo valores máximos ao redor da 8ª semana. O HCG 

mantém o corpo lúteo funcionante e secretor de progesterona, necessária para a 

manutenção do endométrio. O lactogênio placentário humano (HPL) também produzido 

pelo trofoblasto, reduz a sensibilidade materna à insulina, levando a um aumento dos 

níveis de glicose no sangue materno; estimula a produção de surfactante pulmonar no 

feto, assim como a síntese de adrenocorticotróficos e, promove o desenvolvimento da 

mama para a produção de leite. O hormônio do crescimento placentário (PGH) também 

desempenha um papel relevante na adaptação materna à gestação, controlando a 

expressão do fator de crescimento semelhante à insulina I materna (IGF-1) e o 

desenvolvimento placentário por meio de um mecanismo autócrino ou parácrino 

(LACROIX et al., 2002). 

 

 
2.3 A Placenta como órgão imune 

 

 
Durante a gestação, a placenta assume papeis de órgão imunológico, totalmente 

capacitado para reconhecer e responder a diferentes agentes patogênicos e interagir 

com um sistema imunológico materno ativo e funcional (MOR; CARDENAS, 2010). Esta 

interação permite a criação de um ambiente imunológico de suporte à gestação, sendo 

plenamente capaz de defender a mãe e o feto de estressores diversos. 

Na decídua, subconjuntos de células imunes cooperam ativamente com as 

células fetais (trofoblásticas) para a indução de um ambiente tolerogênico que permite a  

função da placenta. A maior população de células imunes encontradas na decídua são 

as células uterinas natural killer (uNK), fenotipicamente diferentes das células NKs 

encontradas em outros locais (BURKE et al., 2010). Evidências mostram que estas 
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células participam da remodelação das artérias espiraladas e controlam a invasão do 

trofoblasto, por meio da secreção de citocinas específicas, como por exemplo a 

interleucina -10 (IL-10, controle da inflamação excessiva para uma gestação saudável) 

(MOFFETT-KING, 2002; MURPHY; FAST; HANNA; SHARMA, 2005). Macrófagos 

também presentes na decídua (cerca de 20-25 % das células imunes deciduais) estão 

relacionados com a implantação, desenvolvimento e amadurecimento da placenta. 

Falhas na função destas células resultam em perdas recorrentes de implantação 

(NAGAMATSU; SCHUST, 2010; CARE et al., 2013). Por sua vez, o trofoblasto também 

secreta citocinas que atuam sobre as células imunes deciduais (macrófagos, células T 

reguladoras, células NK) ou periféricas, induzindo respostas imunes específicas (FEST 

et al., 2007). Na medida em que a placenta altera a imunidade e a fisiologia materna, 

favorece um ambiente de defesa que permite a progressão da gestação, mesmo em 

infecções ou situações adversas (MOR et al., 2014). A presença de bactérias, vírus, 

células mortas e tecidos danificados, pode ser reconhecida pelas células trofoblásticas 

por meio de receptores de reconhecimento padrão (PRRs), o que desencadeia a 

liberação de citocinas capazes de ativar o sistema imune materno (MOR; ROMERO; 

ALDO; ABRAHAMS, 2005). Além disso, a barreira placentária (vilos coriônicos) também 

apresentam células de defesa (macrófagos fetais ou células de Hofbauer) (HAUGUEL- 

DE MOUZON; GUERRE-MILLO, 2006). 

 
 

2.4 A placenta como barreira a fármacos 

 

 
A circulação materno-fetal é plenamente estabelecida em torno da 10ª semana 

de gestação, quando a superfície da barreira placentária recebe o sangue arterial. 

Nesta barreira, gradativamente ao longo da gestação, a camada de células do 

citotrofoblasto torna-se descontínua (diminuindo a distância para o transporte 

transplacentário), há aumento da área superficial de trocas, e aumento do fluxo 

sanguíneo, fatores que podem alterar a taxa de difusão molecular transplacentária 

(UNADKAT et al., 2011). 

Além da passagem de nutrientes e gases, a membrana hemocorial que separa o 

sangue materno do fetal também pode deixar passar ou limitar a passagem de 
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fármacos (ENDRES et al., 2006). Ao mesmo tempo em que pode não oferecer 

resistência à passagem de medicamentos para o feto, pode metabolizá-los para 

proteger o organismo fetal contra seus efeitos nocivos. Esteroides por exemplo, podem 

ser administrados à mãe para promover a maturação pulmonar fetal ou mesmo drogas 

de ação cardíaca para controlar arritmias fetais. Entretanto, algumas drogas 

administradas para o tratamento materno ao ultrapassar a barreira placentária, podem 

prejudicar o desenvolvimento (teratógenos) ou crescimento fetal (TENDRON; 

GOUYON; DECRAMER, 2002). 

O acesso de drogas presentes no sangue materno e, portanto, no espaço 

interviloso em contato com os vilos coriônicos, para o organismo fetal depende 

fundamentalmente de sua passagem pelo sinciciotrofoblasto. Fatores que podem afetar 

esse transporte incluem a espessura da barreira, pH do sangue materno, do próprio 

metabolismo placentário, do peso molecular da droga, sua solubilidade lipídica, das 

proteínas de ligação associadas a droga, do gradiente de concentração através da 

placenta e da presença de transportadores específicos (GRIFFITHS; CAMPBELL, 

2015). Há quatro formas de passagem de uma droga pelo sinciciotrofoblasto: por 

difusão simples, difusão facilitada por meio de um transportador, transporte ativo (ATP) 

e pinocitose (Figura 2). 

Muitas drogas atravessam a placenta por difusão, principalmente através de 

canais de água (aquaporinas). Este transporte não requer energia, mas depende de um 

gradiente de concentração no sangue materno e fetal, fazendo com que a droga passe 

da área onde há maior concentração para a de menor. Esta passagem também 

depende da área e da espessura da barreira (WŁOCH, PAŁASZ, KAMIŃSKI, 2009). 

Durante a gestação, há um aumento gradativo da área da superfície das vilosidades 

assim como do fluxo sanguíneo que chega à placenta, ao mesmo tempo em que a 

camada de citotrofoblasto desaparece quase completamente. Essas alterações 

aumentam a possibilidade de difusão passiva de nutrientes para o feto em crescimento, 

mas também de drogas presentes no organismo materno. As características físico- 

químicas da droga também são importantes, como seu peso molecular (PM<500 kDa 

se difundem facilmente pela barreira placentária), solubilidade lipídica (moléculas 

lipofílicas se difundem mais facilmente por membranas biológicas), grau de ionização 
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(moléculas menos ionizadas atravessam membranas biológicas mais facilmente) e 

associação com proteínas de ligação (drogas ligadas a proteínas não se difundem 

pelas membranas, necessitam de carreadores) (WŁOCH, PAŁASZ, KAMIŃSKI, 2009). 

Outro tipo de transporte passivo é a difusão facilitada, sem gasto de energia na 

medida em que o transporte ocorre a favor de um gradiente de concentração. Este 

transporte necessita de uma molécula transportadora na membrana para facilitar sua 

passagem (GRIFFITHS; CAMPBELL, 2015). 

No transporte ativo de substâncias há gasto de energia para transportar 

substâncias contra um gradiente eletroquímico ou de concentração. Neste processo, as 

moléculas são auxiliadas por proteínas de membrana que as carregam para o interior 

ou exterior da célula. Estas proteínas carreadoras ou transportadores são específicas e 

extremamente importantes para o transporte de moléculas incapazes de permear a 

membrana. Na placenta, os transportadores estão localizados nas membranas apicais e 

basais do sinciciotrofoblasto, sua distribuição e densidade podem variar com a fase 

gestacional e podem transportar drogas da mãe para o feto e vice-versa. Uma ampla 

gama de transportadores ativos tem sido descrita na placenta, especialmente a p- 

glicoproteína (envolvida na transferência de drogas) e as proteínas de resistência a 

múltiplas drogas (YAMASHITA; MARKERT, 2021). 

Na passagem de substâncias por pinocitose, estas tornam-se completamente 

envolvidas por prolongamentos de membrana de modo a ser contidas em uma vesícula 

que caminha pelo citoplasma e se funde à membrana oposta para liberar seu conteúdo 

extracelularmente. A participação deste processo na passagem de substâncias pela 

placenta é muito pouco conhecida. 
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Figura 2. Esquema mostrando os possíveis mecanismos de transporte de drogas através do 

sinciciotrofoblasto: difusão simples, difusão facilitada por meio de um canal ou proteína 

carreadora, transporte ativo com gasto de ATP e mediado por proteínas transportadoras e 

pinocitose (adaptado de Desforges e Sibley, 2010). 

 
 

 
2.4.1 Transportadores de drogas na placenta 

 
Transportadores são proteínas de membrana que desempenham um importante 

papel na regulação, absorção, distribuição e excreção de substratos em todas as 

células do corpo. Na placenta, eles contribuem para a criação de gradientes de 

densidade dentro e fora das membranas do sinciciotrofoblasto importando e exportando 

uma grande variedade de substâncias. Neste contexto, além de participar da 

homeostase do próprio tecido placentário, podem atuar como barreira, protegendo o 

feto de toxinas e teratógenos (GANAPATHY, 2011). 
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Embora os transportadores tenham sido originalmente classificados com base 

nas suas funções, eles agora são classificados de acordo com a homologia da 

sequência de seus genes (YAMASHITA;MARKERT, 2021). Duas grandes superfamílias 

de transportadores estão presentes na placenta: transportadores de cassete de ligação 

de ATP (ATP-binding cassette, ABC), envolvidos no efluxo de substâncias e, 

transportadores de soluto (SLC) envolvidos principalmente na absorção de substâncias 

(PEREZ et al., 2021; SCHUMANN et al., 2020). 

Os transportadores de absorção facilitam o influxo de moléculas no 

sinciciotrofoblasto e no endotélio dos capilares fetais, enquanto, os transportadores de 

efluxo participam da exportação de moléculas. Alguns transportadores também podem 

exibir transporte bidirecional de moléculas. Muitos medicamentos podem ser 

transportados através da placenta interagindo com vários sistemas de transporte, que 

podem operar na mesma direção ou em direções opostas (RUBINCHIK-STERN; EYAL, 

2012). Os transportadores estão envolvidos no transporte de várias substâncias 

fisiológicas, como açúcares, aminoácidos e lipídios, mas alguns transportadores são 

particularmente relevantes para a farmacocinética e são assim reconhecidos como 

transportadores de drogas. Estes transportadores desempenham papeis de relevância 

no controle da absorção de drogas (intestino ou sangue, por exemplo), seu transporte 

para órgãos excretores (como o fígado e os rins) e, no controle das concentrações 

locais destes fármacos, a fim de proteger células, tecidos e órgãos. Na placenta 

humana, 28 proteínas foram descritas como transportadoras de drogas (YAMASHITA; 

MARKERT, 2021). 

A subfamília de transportadores ABC remove medicamentos do interior das 

células para o exterior, utilizando a energia de hidrólise do ATP. Eles são expressos em 

tecidos normais e são capazes de transportar uma variedade de drogas com diferentes 

estruturas químicas e mecanismos de ação (por exemplo, drogas anticancerígenas, 

imunossupressoras, e glicosídeos inotrópicos) (DEAN; RZHETSKY; ALLIKMETS, 

2001). 

Transportadores do tipo SLC são responsáveis pelo transporte ativo secundário. 

Mais de 400 transportadores SLC, pertencentes a mais de 60 famílias, já foram 

descritos. Ao contrário dos transportadores ABC, os transportadores SLC são altamente 
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diversos em estrutura e capazes de interagir com diferentes classes de moléculas 

(FREDRIKSSON et al., 2008). 

 
2.5 Imunossupressores e seu uso durante a gestação 

 

Os imunossupressores são medicamentos que diminuem ou suprimem a 

resposta imunológica celular ou humoral, especialmente importantes para garantir a 

sobrevida de pacientes transplantados ou com doenças autoimunes, imunomediadas e 

inflamatórias crônicas. Em geral, agem como reguladores/inibidores de processos de 

divisão celular, e na medida em que reduzem a proliferação de células imunes, 

diminuem a resposta imunitária, e consequentemente as respostas inflamatórias 

(LASCANO; LALIVE, 2021). 

Apesar de serem imprescindíveis à sobrevida e à melhoria de qualidade de vida 

de inúmeros pacientes, a necessidade de uso crônico, muitas vezes em associações 

imunossupressoras complexas, implica em uso cauteloso e de acompanhamento 

continuado, particularmente durante a gestação. Nas últimas décadas, o número de 

mulheres grávidas que fazem uso de terapia imunossupressora após transplantes ou 

por portarem doenças autoimunes tem aumentado consideravelmente. Uma grande 

quantidade de fármacos têm sido utilizados e cada vez mais surgem medicamentos 

com novas propriedades e vantagens clínicas. São muito utilizadas atualmente em 

terapias isoladas ou em associação (coquetel de fármacos de ação imunossupressora). 

A grande maioria desses fármacos cruzam a barreira placentária e podem desta forma 

acessar a circulação e o metabolismo fetal, um risco para a gestação e 

desenvolvimento fetal (TENDRON; GOUYON; DECRAMER, 2002). Dados 

experimentais e clínicos têm mostrado que fármacos imunossupressores podem ter 

efeitos colaterais severos sobre os fetos, incluindo aumento na taxa de aborto, 

prematuridade, retardo de crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer. A presença 

de malformações induzidas exclusivamente pelos imunossupressores, entretanto, é um 

aspecto de relatos ainda controversos e que resultaram de um contingente restrito de 

análises. 

Fazem parte dos medicamentos de ação imunossupressora os corticosteroides, 

os inibidores de calcineurina, inibidores de mTOR e fármacos do tipo tiopurinas. 
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Os corticosteroides são amplamente utilizados em doenças inflamatórias 

crônicas, como artrite reumatoide, osteoartrite, dermatites e lúpus, por desempenhar 

importante efeito supressor. A farmacodinâmica destes fármacos se baseia em inibir a 

expressão de genes envolvidos na produção de interleucinas prioritariamente pró- 

inflamatórias (IL-1, IL-2, IL-6 e TNF-α), além de reduzir a proliferação de linfócitos 

(JASIAK; PARK, 2016). Não há evidência de alteração fetal ou da condição gestacional 

com o uso de corticoides de forma continuada no tratamento de doenças reumáticas 

em gestantes (FLINT et al., 2017). 

Imunossupressores inibidores de calcineurina como a ciclosporina A e o 

tacrolimus são principalmente utilizados na prevenção de rejeição de transplante de 

órgãos sólidos (coração, rins, fígado, pulmões) e, para aumentar a receptividade do 

transplante de medula óssea. Estes fármacos também são criteriosamente usados em 

condições inflamatórias ou imunológicas graves como a psoríase grave, artrite 

reumatoide grave e síndrome nefrótica. A calcineurina é uma proteína dependente de 

cálcio que atua como fator de transcrição para a produção de citocinas pró-inflamatórias 

e proliferação de células T. Inibidores da calcineurina desta forma reduzem a densidade 

e atividade linfocitária (THOMSON; BONHAM; ZEEVI, 1995; SIMPSON; NOBLE, 2005; 

PATEL; WAIRKAR, 2019). O uso de ciclosporina durante a gestação em mulheres com 

nefrite lúpica ou com psoríase, não mostrou efeitos adversos materno-fetais, exceto 

uma tendência ao parto prematuro (VELLANKI, 2013; LAM et al., 2008). 

Inibidores do mTOR incluem o everolimo e o sirolimo, de alto valor comercial, 

intensamente utilizados para a profilaxia da rejeição de órgãos e em 

linfangioleiomiomatose e cânceres, devido a sua alta capacidade em inibir a 

proliferação celular. Sua dinâmica de ação é bastante complexa e ainda não 

completamente elucidada. Este grupo de fármacos age formando um complexo com 

proteínas da cascata de fosforilação da via mTOR, envolvida em eventos celulares 

coordenados pela disponibilidade de nutrientes para o controle da síntese de proteínas, 

proliferação, autofagia e metabolismo celular. Esta associação interrompe as funções 

de mTOR e sua cascata de sinalização para a expressão de citocinas e proliferação 

linfocitária (KLAWITTER; NASHAN; CHRISTIANS, 2015). São poucos os relatos sobre 
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seu uso durante a gestação. O estudo de SIFONTIS et al. (2006) relata aborto e fenda 

labial e palatina. 

Azatioprina e mofetil micofenolato são exemplos de imunossupressores do tipo 

tiopurinas. Estes fármacos são utilizados principalmente para prevenir rejeição aguda 

de transplantes e no tratamento de doenças autoimunes severas, entretanto, esses dois 

medicamentos não podem ser utilizados juntos (VEERMAN et al., 1996; PRATT; 

FLAVIN; KAPLAN, 1996; MARTINS et al., 2019; MASON; KRUEGER, 2001; 

PONTICELLI, 2011; SHAH et al., 2020). A azatioprina é geralmente administrada por 

vários meses ou até mesmo anos devido ao seu lento início de ação e eficácia e a 

excelente tolerância na maioria dos pacientes (ØSTENSEN et al., 2006). Embora seja o 

imunossupressor de escolha na maioria dos centros especializados em gravidez de alto 

risco, as consequências de seu uso para a gestante e para o neonato em dados 

clínicos acumulados na literatura ainda são conflitantes no que tange à sua ação 

mutagênica, doses de segurança, indução de desordens metabólicas maternas e fetais, 

prematuridade, restrição de crescimento e óbito fetal. 

 

 
2.6 Azatioprina 

 
A azatioprina é um pró-fármaco desenvolvido na década de 1950 por ELION E 

HITCHINGS (1989), que atua como medicamento imunossupressor e está incluído na 

lista de medicamentos essenciais da Organização Mundial de Saúde (OMS). As 

concentrações de dosagem terapêutica variam de 0,5 mg a 5 mg/kg de peso 

corporal/dia, dependendo da gravidade da doença e o perfil de efeitos colaterais, com 

um tempo aproximado de 17 semanas para a obtenção de uma resposta terapêutica 

(SANDBORN, 1998). 

Tanto a azatioprina como o produto inicial de seu metabolismo ‒ o 6-MP ‒não 

exercem atividade intrínseca; por isso, requerem extensas transformações metabólicas 

para exercer sua eficácia clínica (CHOUCHANA et al., 2012). Após sua administração, 

a azatioprina é rapidamente convertida em 6-mercaptopurina (6-MP) (Figura 3), 

provavelmente pela glutationa S-transferase hepática (GST) (EKLUND et al., 2006; 

KURTOVIC et al., 2008). Após a absorção intracelular pelos nucleosídeos 



42 
 

 
 
 

transportadores (SLC28A2, SLC28A3, SLC29A1 e SLC29A2) o 6-MP pode ser 

metabolizado por três vias enzimáticas competitivas: duas vias catabólicas – a xantina 

oxidase (XO) e a tiopurina S-metil transferase (TPMT), e uma anabólica – a hipoxantina 

fosforibosil transferase de guanina (HPRT) (FOTOOHI et al., 2006). O 6-MP sofre 

metilação via enzima-chave TPMT para formar o metabolito metilado ativo – 6- 

mercaptopurina (6-MMP) (HON et al., 1999). Na ausência de metilação por TPMT, o 6- 

MP é convertido em 6-tioguanina (6-TG) pela XO, que sob a ação da enzima HGPRT 

converte 6-TG em nucleotídeos 6-tioguanina (6-TGN). A TPMT concorre com a XO e 

HGPRT para determinar quanto do 6-MP será catalisado para 6-TGN (ABAJI; 

KRAJINOVIC, 2017; DEAN et al., 2012). 

Um dos metabólitos 6-TGN, especificamente o 6-TGTP, é uma molécula-chave 

na modulação da via de sinalização em linfócitos T, suprimindo suas funções e 

exercendo uma ação pró-apoptótica (TIEDE et al., 2003; POPPE et al., 2006). Esse 

mecanismo desempenha um papel crucial no efeito terapêutico das tiopurinas e como 

resultado, há um aumento nas taxas de morte por apoptose em linfócitos T ativados, 

diminuindo as respostas inflamatórias e a fase efetora da resposta imune (NEURATH et 

al., 2005; THOMAS et al., 2005). 

Os metabólitos 6-TGN são análogos da purina, e estruturalmente similar à 

guanina e à adenina, mas ao invés de conter um grupo hidroxila ou amino, contém um 

grupamento tiol. A incorporação da 6-tioguanina aos ácidos nucleicos interfere na 

incorporação de bases, impede a síntese de DNA, de RNA e de proteínas, levando à 

diminuição da proliferação e morte celular (DERVIEUX et al., 2002). Portanto, são as 

moléculas ativas desta via que determinam a eficácia da azatioprina na contenção da 

resposta imune através de seus efeitos citotóxicos (DERIJKS et al., 2006; AL HADITHY 

et al., 2005; SAHASRANAMAN; HOWARD; ROY, 2008). Seu efeito mais notável é 

encontrado em células como linfócitos B e T, na medida em que estas populações 

celulares apresentam intensos processos de divisão celular, vitais para a resposta 

imune (FAIRCHILD; MAYBAUM; KENNEDY, 1986). 

O potencial de toxicidade e os diferentes graus de resposta terapêutica no uso 

de azatioprina podem ser atribuídos a variações genéticas nos genes que codificam 

enzimas-chave para o metabolismo das tiopurinas. Os polimorfismos resultam na 
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formação de metabólitos ativos variáveis dos quais ITPase e os metabólitos da TPMT 

são os mais estudados (HAWWA et al., 2008). Níveis ou atividade aumentada de TPMT 

resultam em diminuição de 6-TGN e consequentemente diminuição na eficácia do 

medicamento e, ao contrário sua diminuição ou ausência de atividade aumenta os 

níveis de 6-TGN e a citotoxicidade no uso da azatioprina (HON et al.,1999; HARMAND; 

SOLLASSOL, 2020). Anormalidades em outras enzimas metabolizadoras de azatioprina 

são extremamente raras (TSUCHIYA et al., 2017). 

A recomendação atualizada para dosagem de azatioprina com base na 

genotipagem de TPMT é frequentemente publicada pela Clinical Pharmacogenetics 

Consortium (CPIC), uma associação criada para atender as necessidades de 

orientação específica de testes farmacogenéticos. A dosagem é baseada no fenótipo e 

genótipo do indivíduo (TSUCHIYA et al., 2017). 

 
 
 

 

Figura 3 Vias de metabolização intracelular da azatioprina. 6-MP: 6-mercaptopurina, HGPRT: 

hipoxantina oxidase, TPMT: tiopurinas S-metil-transferase, XO: xantina oxidase, 6-Me-MP: 6- 

metil-mercaptopurina, 6-TG: tioguanina, 6-TGN: nucleotídeos de 6-tioguanina. (Adaptado de 

ADAM; PHULUKDAREE; SOMA, 2018). 
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2.6.1 Azatioprina na gestação 

 
Assim como seu metabólito inicial a 6-MP, a azatioprina é uma molécula inativa, 

mas que ao ser metabolizada se converte em metabólitos ativos de ação sobre o 

metabolismo purínico, o que determina sua toxicidade. Tanto a azatioprina quanto o 6- 

MP atravessam a placenta humana (TENDRON; GOUYON; DECRAMER, 2002). 

Evidências clínicas mostram que em relação à concentração encontrada no sangue 

materno, a concentração de azatioprina e 6-MP alcançam cerca de 64-93% na placenta 

e 1–5% no sangue fetal. Essa reduzida passagem para o sangue fetal e a ausência de 

expressão de enzimas capazes de converter o 6-MP em metabólitos ativos pelas 

células fetais em determinados períodos de seu desenvolvimento, parecem contribuir 

para os baixos níveis de malformações após seu uso durante toda a gestação 

(SAARIKOSKI; SEPPALA, 1973; FRAMARINO-DEI-MALATESTA; SAMMARTINO; 

NAPOLI, 2017). 

Em humanos, a relação entre defeitos congênitos em função da exposição à 

azatioprina durante a gravidez é controversa. MATALON e colaboradores (2004) em um 

estudo com 400 mulheres grávidas expostas a azatioprina após transplante renal 

relataram taxas de malformações similares às esperadas na população em geral (BAR 

et al., 2003). Outros autores corroboraram esse achado (NØRGÅRD et al., 2003; 

GILISSEN et al., 2004; CASANOVA et al., 2013). Outras evidências, no entanto, 

apontam para um aumento na incidência de fenda palatina, microftalmia e genitália 

externa pouco desenvolvida, com eventual óbito após o nascimento, após terapia com 

6-MP durante o primeiro trimestre de gestação (MARINAKI et al., 2004; BITENCOURT; 

BERMAS, 2018). Risco aumentado de malformações, prematuridade, mortalidade 

perinatal e restrição de crescimento fetal após o uso materno de azatioprina ou 6-MP 

durante o primeiro trimestre da gravidez também tem sido relatado (DEJACO et al., 

2001; NØRGÅRD et al., 2003; NAQVI et al., 2006; GOLDSTEIN et al., 2007). 

 

2.6.2 Biodisponibilidade 
 

A azatioprina pode ser administrada por via intravenosa ou oral, sob a forma de 

cápsulas orais de liberação retardada (DRO) ou como comprimidos. O estudo de OS et 
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al. (1996) comparou a biodisponibilidade de 50 mg de azatioprina quando administrada 

como comprimido ou cápsulas em relação à biodisponibilidade intravenosa que foi 

considerada como 100% (ADAM; PHULUKDAREE; SOMA, 2018). Comprimidos orais 

ofereceram uma menor biodisponibilidade (41,6%) e, portanto, menor risco de 

toxicidade (WISE; CALLEN, 2007). 

 

O tempo de meia-vida da azatioprina é de 26 a 80 minutos ou 3-5 horas se 

considerado juntamente com seus metabólitos (CHRZANOWSKA; HERMANN, 1985; 

CHALMERS; KNIGHT; ATKINSON, 1967). No plasma, associada a proteínas 

plasmáticas, o tempo de meia-vida de 6-MP é relativamente curto entre 1-2 horas (DE 

BOER et al., 2006). Após sua administração, aproximadamente 90% da azatioprina 

absorvida sofre uma rápida conversão não enzimática no fígado para produzir 6-MP e 1-

metil-4-nitro-5 thioimidazole. O restante do fármaco, cerca de 10 %, também é clivado 

de forma não enzimática, produzindo outros produtos, como a hipoxantina e S-metil-4- 

nitro-5-tioiidazol. Essas conversões não enzimáticas são mediadas pela glutationa e 

outras proteínas contendo sulfidrila (PETTERSSON et al., 2002; SCHWAB; KLOTZ, 

2001). Portanto, a absorção da azatioprina é incompleta e variável, resultando numa 

biodisponibilidade variável de 16 a 72% (PETTERSSON et al., 2002). 

Lin e seus colaboradores (1980) analisaram o plasma de pacientes 

transplantados, tratados com Azatioprina como agente imunossupressor, utilizando 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) para a detecção deste componente e de 

seu metabólito primário 6-MP. Neste estudo, o fármaco foi administrado nas doses de 

100 a 200 mg pelas vias oral e endovenosa. Os autores encontraram uma 

concentração máxima de 0.6 µg/mL de azatioprina após 15 minutos da administração 

intravenosa, com níveis decaindo rapidamente e chegando a 10 ng/mL após 90 

minutos. Por outro lado, após dose oral de 100 mg de Azatioprina, não foi possível 

observar um pico máximo de concentração plasmática, sugerindo que o fármaco foi 

disponibilizado em uma concentração abaixo do limite de detecção do método 

cromatográfico utilizado, que foi de 0,5 ng/mL (LIN et al., 1980). 
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2.7 Inflamassoma 

 
Inflamação é uma resposta saudável do organismo em resposta a agentes 

tóxicos ou lesivos, sejam eles provenientes de microrganismos ou de restos de células 

danificadas em um tecido (ABBAS; JANEWAY, 2000; MEDZHITOV, 2008). Em geral 

qualquer célula do nosso organismo poderia elicitar uma resposta inflamatória de 

defesa local ou sistemicamente, embora essa seja uma tarefa especializada de nosso 

sistema imune inato. Os fatores que desencadeiam essa resposta podem ser do tipo 

PAMPs – padrões moleculares de reconhecimento associados a patógenos ou ainda, 

DAMPs, padrões de reconhecimento associados a disfunções celulares. 

Esses fatores, entretanto, necessitam de sensores especiais para elicitar 

respostas específicas, ou seja, receptores que possam reconhecer esses padrões 

(PPR, molecular pattern recognition receptor, (CHEN et al., 2013; NEERUKONDA e 

KATNENI, 2020). Receptores semelhantes a Toll (TLRs), receptores de lectina tipo C 

(CLRs), receptores RIG-I (retinoic acid-inducible gene I) e MDA5 (melanoma 

differentiation-associated protein 5), sensores de DNA AIM2 (Absent In Melanoma 2) e 

DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors) e, mais recentemente, os 

inflamassomas com os receptores do tipo Nod (NLRs) compõem a pletora de moléculas 

que participam da detecção de PAMPs e DAMPs e desencadeiam uma resposta 

adequada de defesa orgânica (DIAMOND; ANDERSON; MCCREADIE,1960; AKIRA; 

UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). 

Inflamassomas são complexos multiproteicos, intracelulares, que se formam 

quando são detectadas intracelularmente moléculas endógenas ou exógenas, estéreis 

ou infecciosas (DAMPs ou PAMPs), para induzir respostas celulares e mecanismos 

efetores de defesa inflamatória (CREAGH; O'NEILL, 2006). Estes complexos se 

organizam sob a forma de plataformas que se montam quando devidamente ativadas. 

Fazem parte desta plataforma três elementos fundamentais: um domínio central de 

ligação e oligomerização de nucleotídeos (NACHT), que é comumente flanqueado por 

repetições ricas em leucinas C-terminais que caracterizam um receptor de 

reconhecimento de padrão molecular (PRR), e domínios N-terminais de recrutamento 

de caspase (CARD) e/ou pirina (PYD) para a associação com a pró-caspase-1 
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(MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002; SCHRODER; TSCHOPP, 2010). O domínio 

NACHT, que é o único domínio comum a todos os membros da família NLR, e o que 

permite a ativação do complexo de sinalização via oligomerização dependente de ATP 

(SCHRODER; TSCHOPP, 2010; ABDUL-SATER; PHILPOTT, 2016). 

Os domínios NACHT da família NLR são subdivididos em três subfamílias: a 

NOD (NOD1-2, NOD3/NLRC3, NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1, CIITA), NLRPs (NLRP1- 

14, também denominada de NALPs) e IPAF (NLRC4 e NAIP). Os receptores formados 

por proteínas NLRP (Figura 4) estão particularmente envolvidos na formação de 

inflamassomas, que acabam sendo denominados com seu nome. Os membros mais 

conhecidos dos NLRs são NLRP1, NLRP3 e NLRC4. Os demais membros desta 

família, no entanto, ainda não têm suas funções biológicas completamente elucidadas 

(FRITZ et al., 2006; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). 

O inflamassoma mais bem caracterizado até o momento e que pode ser 

estimulado por uma ampla variedade de estímulos que inclui PAMPs, DAMPs, toxinas, 

patógenos e fatores ambientais estressores é o NLRP3 (revisado em SCHRODER; 

TSCHOPP, 2010; ABDUL-SATER; PHILPOTT, 2016), e será aqui utilizado como 

modelo de ativação do inflamassoma. 

 

 

 
Figura 4 Esquema mostrando a organização dos domínios dos inflamassomas NLRP, 

membro da família NLR e que inclui NLRP1 a NLRP14. Todos contêm um domínio de 

ligação de nucleotídeos (NBD) e repetições ricas em leucina (domínio de 
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reconhecimento de padrões moleculares), e pode conter um domínio PYD ou CARD 

(recrutadores de Caspase) ou ambos. Modificado de Gharagozloo et al., 2018. 

Este inflamassoma requer dois sinais para sua indução: i) um desencadeado por 

agonistas de TLR (como lipopolissacarídios, por exemplo), que regula a pró-IL-1β e 

demais componentes do inflamassoma via NF-κB, incluindo o próprio NLRP3; e ii) um 

segundo sinal elicitado por 'sinais de perigo' que incluem DAMPs derivados da própria 

célula (ATP, HMGB1, cristais de ácido úrico e fibrilas β-amiloide), estressores 

ambientais (amianto, cristais de sílica) e, PAMPs que ganharam acesso ao citosol 

(dsRNA e proteínas virais, toxinas bacterianas, híbridos de RNA:DNA, dinucleotídeos 

cíclicos, hifas, zimosan, hemozoína malárica, etc., revisado por ABDUL-SATER; 

PHILPOTT, 2016). 

Segundo ABDUL-SATER e PHILPOTT (2016), essa ampla variedade de 

indutores de inflamassoma de NLRP3 instigou a busca de um mecanismo único para 

sua ativação. No entanto, o consenso atualmente é que a ativação do NLRP3 ocorre 

após ele detectar interferências moleculares na própria célula, e não a cada um dos 

indutores acima relacionados. Evidências mostraram que pelo menos três tipos de 

eventos precedem a ativação do NLRP3: i) Eventos que perturbam a homeostase 

catiônica intracelular (efluxo de K+, por exemplo, quando há poros induzidos por toxina 

na membrana plasmática (MUNOZ-PLANILLO et al., 2013) ou aumento no Ca2 + 

intracelular (MURAKAMI et al., 2012) e, eventos de mecanismo ainda não 

completamente esclarecidos que são ii) Eventos que causam perturbação mitocondrial 

e estresse oxidativo mediado por espécies reativas de oxigênio (ROS). Este mecanismo 

não está completamente elucidado, embora esse gatilho tenha sido detectado em 

diferentes condições (por exemplo, cristais de ácido úrico (SCHRODER; TSCHOPP, 

2010); e iii) Desestabilização lisossomal e liberação de catepsinas no citosol, o que 

poderia acontecer após tentativa de fagocitose de moléculas de grandes dimensões 

(por exemplo, cristais de sílica, e ácido úrico, amianto, fibrilas β-amiloides, hemozoina 

da malária (HALLE et al., 2008). 

A ativação do inflamassoma (Figura 5), que faz com que seus elementos se 

organizem, ocorre pelo reconhecimento das interferências celulares por receptores de 
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reconhecimento de padrões moleculares, que interagem com a molécula adaptadora 

ASC (CARD/ PYD), que então se liga à procaspase-1, ativando-a. Esta ativação permite 

a clivagem de pró IL-1β e pró-IL18, resultando em suas formas ativas, capazes de 

estimular a resposta inflamatória ou induzir piroptose, um tipo de morte celular 

inflamatória (PALUDAN; BOWIE, 2013; MIAO; RAJAN; ADEREM, 2011). 

A função do inflamassoma é a síntese de IL18 e principalmente de IL-1β, 

essencial para que o sistema imunológico inato possa combater efetivamente 

patógenos diversos (microrganismos) e células alteradas em inúmeras doenças, como 

por exemplo o câncer. A transcrição da pró-IL-1β é induzida pela ativação do fator de 

transcrição nuclear fator-kB (NF-kB), enquanto a pró-IL-18 é expressa constitutivamente 

e sua expressão é aumentada após a ativação celular. A ativação de IL-1β leva ao 

recrutamento e a ativação de outras células imunes, como monócitos e neutrófilos, no 

local da infecção e/ou tecido danificado (GU et al., 1997). 

Apesar de ser um mecanismo de proteção orgânica, quando sua ativação se 

torna excessiva, efeitos deletérios podem ocorrer no organismo. Neste contexto, os 

inflamassomas também têm sido implicados em diversas patologias, como a diabetes 

tipo 2, obesidade, arteriosclerose, entre outras (STROWIG et al., 2012). 
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Figura 5 Ativação do inflamassoma NLRP3. As possíveis vias de ativação do 

inflamassoma NLRP3 estão destacadas na figura: i) alteração de efluxo de íons (K+) 

ATP-dependente; ii) endocitose de elementos particulados ou cristais, que por suas 

características físicas podem romper os lisossomos e liberar seu conteúdo no 

citoplasma; iii) geração de espécies reativas de oxigênio em decorrência de DAMPs e 

PAMPs intracelulares, ativadores particulados/cristalinos, ou outros indutores. Estas 

modificações sentidas direta ou indiretamente pelos LRR ativam a montagem do 

inflamassoma que por sua vez ativa a caspase-1, que atua na maturação da IL-1β e IL- 

18. Modificado de SCHRODER e TSCHOPP, 2010. 
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3 OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo Geral 

 
Neste estudo, o objetivo central foi investigar o impacto do fármaco 

imunossupressor Azatioprina sobre os vilos coriônicos de placentas humanas, no que 

tange à vitalidade destas células e à produção de citocinas pró-inflamatórias. 

 
3.2. Objetivos específicos 

 
Analisar as possíveis alterações induzidas nos vilos coriônicos obtidos de 

placentas de gestantes saudáveis pelo tratamento com o fármaco imunossupressor 

Azatioprina, por meio de: 

i. Avaliação da vitalidade mitocondrial  

ii. Avaliação de injuria celular  

iii. Análise de citocina IL-1β  

iv. Análise da expressão proteica de NF-kB 

v. Análise da expressão das citocinas inflamatórias IL-1β e IL-18  

vi. Análise da expressão proteica  de Caspase-1 Total e clivada  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1 Empresas fornecedoras de reagentes e equipamentos 

 

 
Abcam – Abcam Inc. Cambridge, MA, EUA 

Amresco – Amresco LLC Company, Ohio, EUA 

BD Diagnostics – BD Diagnostics, Nova Jersey, EUA 

Bio-Rad – Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 

Bibby Sci. – Bibby Scientific Ltd, Staffordshire, UK 

Cell Signaling – Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA, EUA 

Cusabio – Cusabio Technology LCC- São Paulo, BRA 

Cultilab – Cultilab Materiais para Cultura de Células, São Paulo, BR 

Corning – Corning Inc., NY, EUA 

Êxodo – Êxodo Cientifica, São Paulo, BR 

GE Healthcare Life – Sciences, Amersham, Pittsburgh, EUA 

Gibco – Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

GraphPad – GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA 

KPL – Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., Washington DC, USA 

Kasvi – São José dos Pinhais, PR, BR 

Lilly – Lilly Corporate Center, Indiana, USA 

Molecular Devices – Molecular Devices LLC, CA, EUA 

Merck Millipore – Merck Millipore, Billerica, MA, EUA 

Merck KGaA – Darmstadt, Alemanha 

NIH – National Institute of Health, Bethesda, EUA 

Pierce – Pierce, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA 

Precellys® – Bertin Co., Rockville, EUA 

Sigma – Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA 

Sigma-Aldrich – Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA 

Syngene – Syngene, Frederick, MD, EUA 

Synth – Synth Acessórios e Equipamentos para Laboratórios, São Paulo, BR 

Thermo – Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EUA 

Zeiss – Carl Zeiss Microscopy, Göttingen, Germany 
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4.2 Avaliação do Comitê de Ética 

 
Este estudo foi realizado no laboratório de Estudos da Interação Materno-Fetal e 

da Biologia do Trofoblasto do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade 

de São Paulo (USP) com amostras coletadas no Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (USP) e no Hospital Universitário também da 

Universidade de São Paulo (USP). O estudo foi aprovado pelos Comitês de Ética da 

Faculdade de Medicina da USP (CAAE:00321418.5.3001.0068) e do Hospital 

Universitário - USP (CAAE:00321418.5.0000.5467). Todas as gestantes que 

participaram do estudo foram informadas sobre o objetivo do trabalho e concordaram, 

assinando o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Foram respeitados 

os princípios éticos preconizados para pesquisa em seres humanos, conforme 

Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde do Brasil. 

 
4.3 Seleção das gestantes 

 

4.3.1 Critérios de inclusão e Exclusão 

 
As amostras utilizadas consistiram em vilos coriônicos, que foram obtidos de 

fragmentos de placentas de gestantes saudáveis (n=13), após cesariana eletiva (37- 40 

semanas de gestação), de mulheres que tiveram acompanhamento pré-natal e parto 

realizados no Serviço de Obstetrícia da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo e/ou Hospital Universitário da Universidade de São Paulo, de março de 2019 a 

junho de 2021. 

Foram consideradas elegíveis para o delineamento do estudo, gestantes 

consideradas clinicamente saudáveis, com gestação em curso sem qualquer 

intercorrência, selecionadas nos Serviços de Obstetrícia acima indicados. Foram 

utilizados como indicadores básicos para definir a saúde da gestante: anamnese, 

exames clínico-obstétricos ao longo da gestação, exames laboratoriais de rotina do pré- 

natal e outros exames complementares com resultados dentro dos limites de 

normalidade. 
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Foram excluídas desse estudo gestações gemelares, prematuridade, mulheres 

com uso crônico de medicamentos de qualquer espécie e as portadoras de 

enfermidades associadas ou não à gestação, seja esta de caráter metabólico, 

autoimune, infeccioso ou genético. Gestantes com manifestações clínicas a esclarecer 

que pudessem indicar curso de doença futura, também foram excluídas da seleção. 

Dados das gestantes tais como pressão arterial, ganho ponderal de peso 

materno, idade gestacional e peso do feto ao nascimento foram variáveis registradas e 

utilizadas como base de comparação entre as gestantes. 

 
4.4 Obtenção dos vilos coriônicos 

 
Fragmentos de placentas humana de gestações a termo (37- 40 semanas de 

gestação) foram obtidos após cesarianas eletivas. A coleta das amostras foi realizada 

respeitando-se os princípios éticos, práticos e de biossegurança estipulados pelo 

Ministério da Saúde e condizentes com as exigências impostas pela Comissão de Ética 

em Pesquisa Humana de ambas as Instituições envolvidas (ICB-USP e HU-USP). As 

pacientes foram previamente informadas e o material somente foi utilizado sob o 

expresso consentimento destas em formulário próprio de acordo com o Ministério da 

Saúde. 

Após a cirurgia, ainda no centro cirúrgico, 3 a 4 fragmentos de cada placenta 

eram removidos e acondicionados em tubos Falcon (BD) contendo tampão fosfato- 

salina suplementado (PBS 0,1 M pH 7,4 (Sigma-Aldrich) com 1 % 

estreptomicina/penicilina (Thermo), 0,5% gentamicina (Cultilab), 0,25 % anfotericina B 

(Cultilab). Os fragmentos incluíam regiões representativas da interface materno-fetal 

(decídua e vilos coriônicos) e eram transportados em recipientes termicamente isolados 

e estéreis até o Laboratório de Estudos da Interação Materno-Fetal e Placenta no 

Instituto de Ciências Biomédicas da USP, para serem processados. 

A fim de se evitar possíveis erros geográficos, os fragmentos eram obtidos de 

diferentes regiões da placenta, sem contiguidade com as bordas ou inserção do cordão 

umbilical. 
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4.5 Cultivo de explantes placentários 

 
Sob condições estéreis, em fluxo laminar, os fragmentos placentários eram 

dispostos em placas de Petri (KASVI) e lavados inúmeras vezes em solução salina 

gelada suplementada com 1 µL/mL penicilina (Thermo), 1 µL/mL estreptomicina 

100.000 UI (Thermo), 1 µL/mL gentamicina 10.000 UI (Cultilab). Os vilos coriônicos 

terminais eram então dissociados, lavados em PBS estéril gelado e suplementado e, 

imediatamente cultivados de acordo com Aplin, (1991). 

Resumidamente, com o auxílio de bisturis, a decídua e membranas fetais eram 

removidas dos fragmentos, de modo que as porções terminais das vilosidades 

placentárias pudessem ser isoladas dos troncos vilosos. Os vilos terminais dissecados 

foram lavados com meio Hanks (Sigma) também suplementado com 1 µL/mL penicilina 

(Thermo), 1 µL/mL estreptomicina 100.000 UI (Thermo), 1 µL/mL gentamicina 10.000 UI 

(Cultilab) e, em seguida com meio DMEM-F12 (Sigma). Os vilos dissecados foram 

pesados (~30 mg) e distribuídos em placas de 48 poços (Corning) contendo meio de 

cultura DMEM-F12 suplementado (10 % de soro bovino fetal [Gibco], 56 µg/mL piruvato 

[Sigma], 520 µg/mL lactato [Sigma], 1 % BSA [Amresco], 1 % insulina [Lilly] e 

antibióticos {100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina [Thermo], 5 µg/mL de 

gentamicina [Cultilab] e 2,5 mg/mL de anfotericina B [Cultilab]) e mantidos em 

incubadora a 37oC [Thermo], em atmosfera úmida contendo 5% de CO2, por 12 horas. 

Após esse período de acomodação às condições de cultivo, o meio de cultura era 

substituído pelos meios experimentais, onde as amostras permaneciam por adicionais 

24 horas. 

 
4.6 Tratamento dos explantes placentários cultivados 

 
Após 12 h de adaptação ao sistema de cultivo, os explantes de vilos coriônicos 

eram submetidos a tratamento com o fármaco imunossupressor azatioprina (AZA, 

Sigma-Aldrich, cat#A4638, Lote: MKBW5728V). As concentrações de azatioprina 

atingem um pico máximo no plasma de pacientes de 600 ng/mL, 15 min após injeções 

i.v. de 100 a 200 mg, caindo para valores de cerca de 10 ng/mL após 90 min da 

administração do medicamento (LIN et al., 1980). Assim, neste estudo, avaliou-se 
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concentrações de 0 a 100 ng/mL de azatioprina, diluídas no meio de cultivo dos 

explantes placentários. 

O estudo, desta forma, incluiu os seguintes grupos experimentais: 

I. Culturas-controle, em que os explantes foram mantidos apenas em meio de cultura 

DMEM-F12 (Sigma) suplementado conforme anteriormente descrito. 

II. Culturas que receberam tratamento com azatioprina. Os explantes de vilos coriônicos 

receberam o fármaco nas concentrações de 12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL e 100 

ng/mL, diluído no meio de cultura DMEM-F12 suplementado. 

Todas as culturas, controle e experimentais tratadas com azatioprina, 

permaneceram em incubadora a 37ºC, contendo 5% de CO2 em atmosfera úmida por 

adicionais 24 horas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos 

pelo menos 3 vezes em diferentes ocasiões com placentas de diferentes doadoras. 

 
4.7 Ensaio para avaliação de injuria celular – LDH 

 
O ensaio do LDH baseia-se na detecção extracelular da enzima citosólica lactato 

desidrogenase (LDH) extravasadas de células com suas membranas danificadas, e, 

portanto, em processo de morte celular. A LDH catalisa a conversão do piruvato a 

lactato através da redução do NAD+ para NADH (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 

2018). Nos ensaios quantitativos para a avaliação de morte celular, adiciona-se os 

substratos da reação (lactato e NAD+ e, um composto tetrazólio como substrato da 

NADH que é convertido em formazana vermelha, um produto colorido que pode ser 

medido usando um espectrofotômetro a 490 nm. O nível de formação de formazana 

desta forma é diretamente proporcional à quantidade de LDH liberada no meio. 

As taxas de morte celular em função dos tratamentos dos explantes placentários 

com azatioprina foram calculadas a partir de ensaios para a mensuração de LDH 

utilizando-se o kit Pierce LDH Cytotoxicity Assay (Kit#88953, Thermo Fisher Sci.) 

conforme as indicações do fabricante. 

Brevemente, os vilos coriônicos plaqueados em sextuplicata por grupo 

experimental e cultivados por 24 horas, tiveram seus sobrenadantes (50 ⎧L) coletados 

e transferidos para placas de fundo plano de 96 poços (Corning). Como controle do 

ensaio, foram também preparados poços contendo 50 L de: i) meio completo de 
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cultura suplementado com soro para a avaliação do LDH sérico; ii) meio de cultura 

completo não suplementado com soro; iii) sobrenadante de vilosidades placentárias que 

foram previamente tratadas com água ultrapura estéril por 30 min a 37oC, como 

controle de atividade espontânea e, iv) sobrenadante de vilos coriônicos que foram 

tratados com tampão de lise por 30 min a 37oC, como controle positivo de atividade 

máxima. 

As placas contendo os meios receberam 50 µL dos substratos (Reaction Mixture) 

e foram incubadas a temperatura ambiente por 30 min. Após esse período, receberam 

também 50 µL de solução de parada (Stop Solution). 

A densidade óptica (DO) dos meios foi medida em espectrofotômetro 

(SpectraMax Plus 384 Absorbance Microplate Reader, Molecular Devices) nos 

comprimentos de onda de 490 nm e 690 nm (valores foram obtidos pela subtração da 

densidade óptica 490 nm – 690 nm). 

Os índices de citotoxicidade foram calculados pela fórmula abaixo representada 

e apresentados em relação a g/proteína. 

 

                    i    çã        â    −                     i       

      i i      á i   −                     i    çã        â    
 

4.8 Avaliação do metabolismo celular - MTT 

 
O ensaio colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina) mede a atividade da desidrogenase mitocondrial. O MTT entra na célula e é 

reduzido e convertido em formazana, de cor púrpura, apenas em células vivas com 

metabolismo ativo. Este método foi utilizado para avaliar a atividade metabólica dos 

explantes coriônicos tratados com o fármaco azatioprina (LIU et al., 1997). 

Vilos placentários recém coletados e vilos cultivados por 24 h, na presença ou 

não das diferentes concentrações de azatioprina foram lavados com PBS suplementado 

e receberam 100 μL de meio de cultura DMEM sem fenol (Gibco) e 10 μL da solução de 

12 mM MTT (Thermo) na concentração final de 0,5 mg/mL e mantidas em estufa, à 

37ºC com 5% de CO2 por 1:30 h, para permitir a metabolização do MTT. Após esse 

período, a solução de MTT foi desprezada e as placas receberam 100 μL de DMSO 
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(Sigma, 10 min, 37oC, sob agitação) para a dissolução dos cristais de formazana, 

formados pela redução do MTT pelas enzimas desidrogenases das células 

placentárias. 

O sobrenadante que variou de roxo escuro a roxo claro dependendo da 

quantidade de formazana foi coletado e em seguida realizada a leitura em 

espectrofotômetro (SpectraMax Plus 384 Absorbance Microplate Reader, Molecular 

Devices) em comprimento de onda de 570 nm. As amostras foram recolhidas de cada 

poço e tiveram seus conteúdos proteicos avaliados utilizando o kit comercial Pierce 

BCA Protein Assay Kit (Pierce), conforme as instruções do fabricante. Os resultados 

foram expressos em densidade óptica (D.O.) /μg de proteína. 

 

 
4.9 Análise Morfológica 

 
Para avaliar os aspectos morfológicos das vilosidades submetidas ao tratamento 

com o fármaco azatioprina, após o cultivo, as vilosidades coriônicas foram lavadas em 

PBS e fixadas em 4% paraformaldeído em PBS 0.1 M, pH 7,4 por 24 horas. As 

amostras foram então submetidas a procedimentos rotineiros para inclusão em 

Histosec® (Merck KGaA). Cortes de 5 µm de espessura corados pela hematoxilina e 

eosina foram observados em microscópio de luz convencional (Zeiss AX10, Carl Zeiss 

Microscopy). Para a documentação fotográfica, os cortes dos diferentes grupos foram 

capturados pelo sistema Zen 2 (Zeiss, blue edition). 

 
 
 

4.10 Análise da expressão proteica por western blotting 

 
O perfil de citocinas inflamatórias IL-1β, IL-18, NF-KB total e fosforilado, e de 

caspase-1 foi analisado nos homogenatos das vilosidades coriônicas dos diferentes 

grupos experimentais por meio de western blotting conforme descrito a seguir. 

Os explantes coriônicos tratados com azatioprina por 24 horas (n=5) foram 

intensamente lavados e transferidos para microtubos de 1,5 mL contendo 200 µL de 

tampão RIPA (1% NP-40 [Merck], 0,5% Na-desoxicolato [Sigma], SDS 10% [Amresco], 
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150 nM NaCl [Êxodo] em Tris-HCl, 2 µL de inibidor de proteases [Sigma] e 2 µL de 

inibidor de fosfatase [Sigma] e, em seguida armazenados em freezer -80 °C. 

Para o procedimento, as amostras foram lisadas no homogeneizador de tecidos 

Precellys® (Bertin Corp.) e então centrifugadas por 15 min a 12.000 rpm, 4°C. O 

sobrenadante das amostras foi retirado e quantificado utilizando o kit comercial kit 

Pierce™ BCA Protein Assay (Pierce) conforme instruções do fabricante. Após a 

quantificação, o volume necessário para a obtenção de 50 µg de proteína total foi 

diluído em tampão RIPA de extração de proteínas para se obter um volume de 25 µL e 

5 µL de Laemmli Sample Buffer 4 × (8 mL Glicerol (Synth), 1,6 g SDS 10% (Amresco), 

0,8 mL 0,04 % bromofenol azul (Sigma) diluídos em água) para um volume final de 30 

µL. As amostras foram aquecidas em banho-seco (Bibby Sci.) a 100°C, para a 

desnaturação das proteínas, e em seguida foram submetidas a separação eletroforética 

em gel de poliacrilamida 12,5 % com SDS-PAGE (Amresco), a uma voltagem de 120V e 

corrente de 20 mA, durante 2 horas. Após a corrida, as proteínas foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose 0,45 µm (GE Healthcare), utilizando um 

equipamento de transferência úmida (Bio-Rad), em tampão de transferência (5,8 g de 

tris, 2,9 g de glicina, 0,37 g de SDS, 200 mL de metanol, completando para 1 L com 

água destilada) a 100 V por 1h30. A transferência foi confirmada orando a membrana 

com corante Ponceau red 0,1% e o excesso de corante removido com água destilada 

antes de ser lavada em tampão TBS-T (0,05 M TRIS (Sigma), 0,1 M NaCl (Êxodo), pH 

7,6 contendo 0,1% de Twin-20 (Synth), para em seguida, ser realizada a técnica de 

immunoblot. 

Ao término da transferência, as membranas foram incubadas em solução de 

bloqueio de sítios inespecíficos com 5% leite desnatado diluído em tampão TBS-T (0,05 

M TRIS (Sigma), 0,1 M NaCl (Êxodo), pH 7,6 contendo 0,1% de Twin-20 (Synth), sob 

agitação (50 rpm) por 1h, a temperatura ambiente. Após este bloqueio, as membranas 

foram incubadas com os anticorpos primários (Tabela 1), diluídos em leite 5% e 

mantidas por uma noite sob agitação, a 4°C. Como controle endógeno, também foram 

avaliados os níveis de β-actina. No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3 vezes 

com TBS-T e incubadas com os anticorpos secundários conjugados a peroxidase 

(Tabela 2) diluídos em leite desnatado 5%, por 1 hora, a temperatura ambiente. Para 
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visualização dos imunocomplexos, as membranas foram então lavadas com TBS-T, 

incubadas com solução quimioluminescente (Clarity™ ECL Western Blotting Substrate, 

Bio-Rad), conforme instruções do fabricante e, reveladas no G:Box Chemi HR 

(Syngene). Os valores densitométricos foram normalizados tendo como controle as 

bandas imunorreativas para o anticorpo anti β-actina. As reações foram digitalizadas e 

os níveis de proteína quantificados por densidade óptica utilizando o software NIH 

ImageJ (NIH). Os valores foram expressos como unidades arbitrárias em relação a β- 

Actina. 

 
Tabela 1 Anticorpos primários e diluições 

 
 
 

Proteína Anticorpos e diluições 

 
IL-1β 

Anti-IL-1β humana, , anticorpo policlonal, produzido em coelho 

(Cusabio, cat # CSB- PA005122), diluição 1:1000 

 

IL-18 
Anti-IL-18 humana, anticorpo monoclonal, produzido em coelho 

(Abcam, cat # AB52914), diluição 1:1500 

 

Caspase-1 
Anti-Caspase-1 humana, anticorpo monoclonal, produzido em 

coelho (Abcam, cat # AB207802), diluição 1:500 

 

NF-kB 

 
 

p-NF-kB 

Anti- NF-Kb, anticorpo policlonal, produzido em coelho 

(Invitrogen, cat #510500) diluição 1:1000 

Anti-NF-kB p65 (phospho S276), anticorpo monoclonal, produzido 
em coelho (Abcam,cat # 30623) diluição 1:1000 

 
β-Actina 

Anti-β-Actina, anticorpo policlonal, produzido em camundongo 

(Sigma, cat # A5441), diluição 1:5000 
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Tabela 2 Anticorpos secundários e diluições 
 
 
 

Anticorpos Diluição 

Anti-IgG de coelho, produzido em cabra 
 

(Millipore, cat #AP132P) 

 
1:1000 

Anti-IgG de camundongo, produzido em cabra 
 

(KPL, cat #HRPGTXMS.05) 

 
1:1000 

 
 
 
 

 

4.11 Análise de citocina pró-inflamatória IL-1β por ELISA 

 
 

Vilos coriônicos plaqueados em triplicata foram cultivados por 24 horas e tiveram 

seus sobrenadantes coletados e transferidos para placas de fundo plano de 96 poços 

para dosagem das concentrações da citocina IL-1β por meio do ensaio imuno- 

enzimático ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Utilizou-se o kit Human IL- 

1β (Cat. # no. 437004, BioLegend’s ELISA MAXTM Deluxe Set), seguindo-se as 

orientações do fabricante. Placas de 96 poços preparadas com o anticorpo primário (kit, 

nas concentrações: 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,3 pg/mL, 15,6 pg/mL, 7,8 pg/mL, 3,9 

pg/mL e 2,0 pg/mL) receberam os sobrenadantes dos vilos previamente incubados com 

azatioprina por 24 h. 

As amostras foram diluídas conforme as instruções do fabricante, utilizando o 

diluente A que também serviu como padrão zero (0,0 pg/mL). Adicionou-se então 10 mL 

do anticorpo de captura. Após o período de incubação (durante uma noite, em 

geladeira), as amostras foram lavadas com tampão de lavagem (kit). Para bloquear os 

sítios de ligação inespecífica as amostras receberam o diluente A (kit), em temperatura 

ambiente, por 1h, sob agitação. Após lavagens, as placas receberam 50 μL/poço do 

tampão D (kit) e nova incubação a temperatura ambiente, por 2 h, sob agitação. As 

placas foram então lavadas com tampão de lavagem e receberam 100 μL de anticorpo 
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de detecção, sendo assim mantidas a temperatura ambiente por 1h, sob agitação. Na 

sequência, receberam 100 μL de solução de avidina-peroxidase, com a qual foi 

incubada a temperatura ambiente, por 30 minutos, sob agitação. Após lavagens, foi 

adicionado 100 μL do substrato F (kit) e as amostras novamente incubadas no escuro 

por 20 minutos. As placas então receberam 100 μL da solução de parada (kit), o que 

produziu uma mudança de coloração devido a reação de peroxidase e imediatamente 

lidas em leitor de Elisa com filtro de 450 nm (Bio-Rad SpectraMax, Model 680). As 

concentrações da citocina IL-1β presente no sobrenadante das amostras foram 

expressas em pg/mL. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos em diferentes 

ocasiões utilizando-se vilos coriônicos de diferentes doadoras em cada ensaio. Para os 

valores com distribuição normal aferida pelo teste de Shapiro-Wilk, a análise estatística 

foi realizada pelo teste t de Student não pareado ou por ANOVA seguida do teste de 

Tukey, para comparações múltiplas. Para valores com distribuição assimétrica utilizou- 

se o teste U de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn para múltiplas 

comparações. As análises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 8.0. 

Valores foram considerados estatisticamente significativos para p<0,05. 
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6 RESULTADOS 
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6.1 Perfil das gestantes que doaram as placentas para este estudo 

 
 

Como pode ser observado na Tabela 3, com exceção da idade materna que 

variou de 21 a 38 anos, as gestantes selecionadas para o estudo (n = 13) apresentaram 

características com poucas variações em relação à idade gestacional, número de 

gestações, partos e em relação à pressão arterial no momento do parto. Também não 

se observou grandes variações no peso dos recém-nascidos (3.3  0.3), que foram 

tanto do sexo feminino como masculino. Dentre as gestantes, todas tiveram sorologia 

negativa para as infecções rotineiramente testadas na prática clínica e, apenas uma 

teve cirurgia e doença previa (endometriose). Duas gestantes também registraram 

tabagismo e consumo eventual de álcool (Tabela 3). 

 
Tabela 3. Características gestacionais das doadoras dos vilos coriônicos 

 

Idade materna 31,34,85 

Idade gestacional 39 2/70,82 

Número de gestações 3,61,42 

Número de partos 2,81,03 

Peso do recém-nascido (kg) 3,3060,29 

Pressão sanguínea (mm Hg)  

Sistólica 117,7510,38 

Diastólica 70,1225,54 

Sexo do RN F/M 7:6 

Sorologia Negativa 

Doenças pré-existentes 1 (endometriose) 

Drogas ou medicamentos crônicos 0 

Tabagismo 1/13* 

Consumo de álcool 2/13* 

Cirurgias anteriores 1/13 (endometriose) 

Valores médios ± Desvio Padrão, N=13 

* 1 das gestantes se identificou como tabagista e 2 mencionaram ter consumido 

álcool eventualmente 
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6.2 Explantes placentários tratados com azatioprina apresentam alterações 

morfológicas, diminuição de atividade metabólica e aumento nas taxas de injuria 

celular 

 
A análise morfológica dos vilos tratados com azatioprina mostrou alterações 

estruturais discretas na concentração de 12.5 ng/mL e alterações mais flagrantes na 

concentração  de 100 ng/mL (Figura 6), em relação aos controles em que os 

componentes vilosos (mesênquima, capilares e sinciciotrofoblasto) estavam 

preservados (Figura 6A). Na concentração de 12.5 ng/mL, embora a estrutura dos 

vilos fosse semelhante à encontrada nos controles (Figura 6C), observou-se com mais 

frequência à presença de nós sinciciais (Figura 6B). Essa característica se mostrou 

mais acentuada nas amostras tratadas com azatioprina na concentração de 100 ng/mL 

(Figuras 6 D-F), assim como a maior frequência de áreas vilosas desnudadas de 

sinciciotrofoblasto e acúmulo de membranas sinciciais (Figura 6F). 

Por meio de ensaios de MTT, que avaliam a atividade metabólica mitocondrial, 

também foi determinada a toxicidade do imunossupressor azatioprina, após tratamento 

com diferentes concentrações experimentais e por um período de 24 horas. 

Conforme mostrado na Figura 7A, à atividade metabólica mitocondrial dos 

explantes placentários sofreu significativa diminuição na presença do imunossupressor 

(p<0.05), em comparação com as amostras do grupo controle, que não receberam o 

fármaco. A diminuição da atividade celular sugere toxicidade do imunossupressor 

sobre as células placentárias, o que pode ser um fator importante para as funções 

placentárias. 

Para se determinar se a redução da atividade metabólica evidenciada pelo 

ensaio de MTT poderia estar associada ao aumento nas taxas de injuria celular, 

procedeu-se ao ensaio de LDH, que mede o extravasamento desta enzima após 

danos nas membranas celulares. 

Conforme mostrado na Figura 7B, observou-se aumento significativo das taxas 

de injuria celular em função do tratamento (p<0.05), em todas as concentrações 

utilizadas em relação ao grupo controle (que não recebeu o fármaco). Quando
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correlacionados os valores entre MTT e LDH mostraram uma correlação inversa (r= ‒ 0.71). 

 

 

Figura 6. Secções histológicas coradas pelo HE representativas de vilos coriônicos cultivados 

na presença (B-F) ou ausência (A) de azatioprina nas concentrações de 12,5 ng/mL (B-C) e 

100 ng/mL (D-F). Notar a presença de capilares (c) e de vilos coriônicos (v) completamente 

revestidos por sinciciotrofoblasto (S). As flechas indicam regiões de acúmulos de núcleos 

sinciciais e nós sinciciais na superfície do sinciciotrofoblasto. Nas concentrações mais altas da 

azatioprina, notar a presença de descolamento da membrana sincicial (*) e de acúmulos de 

membranas completamente descoladas dos vilos (**). 
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Figura 7. Avaliação da atividade citotóxica da azatioprina sobre vilosidades coriônicas obtidas 

de placentas a termo. As vilosidades foram cultivadas por 24 horas e tratadas com azatioprina 

(AZA) nas concentrações de 0.0 (controle), 12.5, 25.0, 50.0 e 100.0 ng/mL, conforme indicado 

nas figuras. (A) Atividade metabólica mitocondrial das células placentárias, avaliada pela 

conversão do MTT em formazana. (B) Atividade citotóxica da azatioprina sobre as células 

placentárias avaliada pela mensuração de LDH extracelular. Os experimentos foram realizados 

em sextuplicata (n=5). Os valores plotados correspondem a média  desvio padrão. ANOVA 

seguida do teste de Tukey para comparação entre as médias, em relação ao controle. *p<0.05 

e **p<0.01. 
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6.3 A exposição à Azatioprina aumenta os níveis proteicos das citocinas 

inflamatórias IL1β e IL18 pelas células placentárias 

 
Os resultados obtidos para a expressão proteica das citocinas IL-1β e IL-18 

por western blot, mostram que a presença de azatioprina induz aumento na 

expressão (p<0.05) destas citocinas nas células dos vilos coriônicos cultivados 

(Figuras 8A-B) em relação aos explantes não tratados (0.0 ng/mL). A análise por 

ELISA também mostrou níveis aumentados de IL-1 (p=0.028, Figura 8C) 
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Figura 8. Expressão de citocinas inflamatórias pelas células de vilos coriônicos cultivados por 

24 horas na presença de azatioprina em diferentes concentrações (0.0, 12.5, 25, 50 e 100 

ng/mL). (A-B) Análise por western blot. A análise densitométrica das bandas de IL-1 (A) e IL- 

18 (B) foi normalizada com as do controle endógeno β-Actina e estão acompanhadas de 

imagens representativas dos respectivos imunoblots. (C) Gráfico representativo da 

quantificação de IL-1 no sobrenadante das culturas de explantes cultivados com azatioprina. 

Valores plotados representam a média ± desvio padrão (n =5). ANOVA seguida do teste de 

Tukey para comparação entre as médias, em relação ao controle. *p<0.05 e **p<0.01. 

 

 
6.4 A expressão de citocinas inflamatórias pode estar associada à ativação do 

fator NF-B 

O fator de transcrição NF-B é considerado um mediador de respostas inflamatórias 

regulando a expressão de várias citocinas. A análise por western blot, mostrou aumento 

significativo da expressão de NF-B nas culturas de explantes tratados com 25 ng/mL 

de azatioprina (Figura 9A, p=0.032). Também houve aumento significativo da 

fosforilação da subunidade p65 deste fator de transcrição nos tratamentos com 

azatioprina nas concentrações de 12.5 ng/mL (p=0.001), 25 ng/mL (p=0.016) e 50 

ng/mL (p=0.043). A estimativa de relação entre os valores obtidos para NF-B 

fosforilado/total mostrou valores significativos nas dosagens de 12.5 ng/mL (p=0.0034) 

e 25 ng/mL (p=0.030, Figura 9B). 
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Figura 9. Expressão de NF-B e p-NF-B pelas células placentárias cultivadas por 24 horas na 

presença de azatioprina em diferentes concentrações (0.0, 12.5, 25, 50 e 100 ng/mL). (A) A 

análise densitométrica das bandas foi normalizada com as do controle endógeno β-Actina e 

está associada a uma imagem representativa dos imunoblots para NF-B e para p-NF-B. (B) 

Relação entre os valores obtidos para NF-kB fosforilado e NF-kB total. Todos os valores 

plotados representam média ± desvio padrão. As amostras (n=5) foram comparadas ao controle 

(0.0 ng/mL de AZA) pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis. *p<0.05; **p<0.005 
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6.5 O tratamento com Azatioprina altera a clivagem de Caspase-1 nas células 

placentárias cultivadas 

 
Análises da expressão proteica por western blot mostraram que o tratamento 

com azatioprina induz a clivagem de caspase-1 nas células dos vilos coriônicos 

cultivados nas concentrações 12,5 e 25 ng/mL (Figuras 10 A-B), em relação aos 

explantes não tratados. Nas demais concentrações não foram observadas alterações 

significativas. 
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Figura 10. Expressão de Caspase-1 pelas células placentárias cultivadas por 24 horas na 

presença de azatioprina em diferentes concentrações (0.0, 12.5, 25, 50 e 100 ng/mL). (A) A 

análise densitométrica das bandas foi normalizada com as do controle endógeno β-Actina e 

está associada a uma imagem representativa do imunoblots para a forma inativa (Caspase-1 

total, Casp-1) e ativada (Caspase-1 clivada, c-Casp-1). (B) Relação entre os valores obtidos 

para Caspase-1 e Caspase-1 clivada. Todos os valores plotados representam média ± desvio 

padrão. As amostras (n=5) foram comparadas ao controle (0.0 ng/mL de AZA) pelo teste não 

paramétrico Kruskal-Wallis. *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005. 
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7 DISCUSSÃO 
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7.1 Sobre a homogeneidade das gestantes/gestações doadoras de vilos 

coriônicos 

A gestação por si só inclui um tal grau de complexidade que a obtenção de 

amostras biológicas homogêneas para análises experimentais torna-se uma tarefa 

difícil. Neste estudo, utilizamos amostras de mulheres consideradas clinicamente 

saudáveis, a partir de informações das gestantes e exames clínicos e, que tiveram 

gestações sem intercorrências relevantes. Os dados compilados das pacientes 

mostraram características com pouca variabilidade em relação à idade gestacional, 

número de gestações, partos e abortos e em relação à pressão arterial no momento 

do parto. Outras variantes como, por exemplo, o peso dos recém-nascidos também 

não mostrou grandes variações. Dentro dos parâmetros considerados, houve maior 

variabilidade na idade materna (21-38 anos), duas gestantes mencionaram 

tabagismo e uma delas associada a consumo eventual de álcool. 

O consumo constante de álcool está associado à diminuição no peso da 

placenta, restrição de crescimento fetal, baixo peso ao nascer e anormalidades nas 

membranas placentárias (HOLLSTEDT; DAHLGREN; RYDBERG, 1983, BURD et al., 

2007; CLAVE et al., 2014; LUI et al., 2014). Da mesma forma, estudos mostram que 

o tabagismo materno (dependendo da quantidade de cigarros/dia ao longo da 

gestação) também é prejudicial, na medida em que exerce um efeito direto na 

proliferação e diferenciação das células fetais, aumentando o risco de aborto 

espontâneo, restrição de crescimento, parto prematuro, deslocamento prematuro da 

placenta e diminuição de todas as funções biológicas da placenta (DEMIR; DEMIR; 

YINANC, 1994; JAUNIAUX; GREENOUGH, 2007). 

Nas duas placentas coletadas em que houve registro (sic) de tabagismo e 

consumo de álcool eventual, os recém-nascidos não apresentaram restrição de 

crescimento ou baixo peso ao nascer. Ainda, todos os aspectos clínicos avaliados 

estavam dentro dos critérios de inclusão para o estudo. Neste contexto, as duas 

gestantes foram incluídas no estudo para compor o número amostral necessário ao 

estudo. 
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Outro aspecto que vem sendo cada vez mais estudado e considerado na 

avaliação de aspectos clínicos e bioquímicos diz respeito às diferenças entre 

placenta provenientes de fetos femininos e masculinos. 

SOOD e colaboradores (2006) mostraram em modelo animal e em humanos, 

expressão gênica diferencial entre a placenta de fetos femininos e masculinos. 

Dentre os genes sexualmente dimórficos, constava a expressão de hCG e interferon, 

mais abundantes em placentas do sexo feminino. Também identificam que estas 

placentas possuem genes autossômicos mais regulados, incluindo genes 

reguladores imunológicos. Um estudo mais recente realizado para examinar o perfil 

transcriptômico da placenta de fetos femininos e masculinos (sexomo) identificou 

diferenças em todos os 4 tipos de células placentárias - citotrofoblasto, 

sinciciotrofoblasto, células endoteliais arteriais e venosas (CVITIC et al., 2013). Já a 

placenta de fetos masculinos apresenta maior poder de invasão uterina (ALWASEL 

et al., 2014). 

Neste estudo, não foi possível no curto espaço de tempo em que realizamos 

as coletas ter um número amostral que nos permitisse análises comparativas entre 

os resultados obtidos de placentas de neonatos femininos e masculinos. As amostras 

obtidas de recém-nascidos de ambos os sexos foram aleatoriamente distribuídas nos 

diferentes experimentos. A utilização de vilos placentários de modo geral não 

mostrou grande variabilidade nos resultados obtidos, sugerindo que a variação sexo- 

dependente poderia ser mínima. No entanto, face aos dados recentes da literatura, 

estes resultados precisam ser futuramente reestudados, considerando um número 

amostral maior com análise separada entre as placentas de neonatos de diferentes 

sexos. 

 
7.2 Sobre a concentração de Azatioprina utilizada neste estudo 

 
A ação farmacológica de imunossupressores sobre a placenta, ainda é uma área 

com muitos hiatos a serem avaliados e estudados. Não obstante, é um fato, que a 

sobrevida de muitas mulheres em idade reprodutiva dependa destes fármacos. Para o 

cálculo das doses a serem utilizadas em um sistema in vitro, levamos em consideração 

o estudo de LIN et al. (1980). Utilizamos como referência os dados obtidos a partir de 
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pacientes que receberam o fármaco via endovenosa, uma vez que os vilos placentários 

são banhados pelo sangue materno (BURTON; FOWDEN, 2015) e desta forma mantém 

contato direto com todos os produtos contidos neste meio. 

LIN e seus colaboradores (1980) analisaram o plasma de pacientes transplantados, 

tratados com Azatioprina como agente imunossupressor, utilizando cromatografia 

liquida de alta eficiência (HPLC) para a detecção deste componente e de seu 

metabólito primário 6-MP. Neste estudo, o fármaco foi administrado nas doses de 100 a 

200 mg pelas vias oral e endovenosa. As dosagens clinicamente utilizadas deste 

fármaco variam substancialmente de paciente a paciente (de 0,5 a 5 mg/kg peso 

corporal/dia), dependendo da gravidade da doença, assim como a via de administração 

(oral/endovenosa) (TSUCHIYA et al., 2017; SANDBORN, 1998); segundo os autores, 

as dosagens utilizadas estavam de acordo com as amplamente preconizadas a 

pacientes. Os autores encontraram uma concentração máxima de 0.6 µg/mL de 

azatioprina após 15 minutos da administração intravenosa, com níveis decaindo 

rapidamente e chegando a 10 ng/mL após 90 minutos. 

Baseado nestes resultados, a presença de azatioprina no intervalo utilizado neste 

estudo, entre 12.5 ng/mL e 0.1 µg/mL, são valores dentro dos limites de 

biodisponibilidade deste fármaco no sangue periférico materno quando o fármaco é 

injetado via endovenosa e, consequentemente, em contato com os vilos coriônicos, que 

são banhados por esse sangue. 

 

7.3 A Azatioprina diminuiu a vitalidade das células placentárias e aumentou as 

taxas de injuria celular 

A presença de Azatioprina no meio de cultura dos vilos coriônicos diminuiu a 

atividade metabólica mitocondrial e aumentou os danos na membrana celular das 

células placentárias o que foi avaliado pelo extravasamento de LDH para o meio 

extracelular. Estes resultados indicam certa toxicidade por parte do fármaco e 

corroboram estudos anteriores do nosso laboratório (GOMES et al., 2019). 

Análises histológicas dos vilos tratados também mostraram modificações 

compatíveis com um processo de citotoxicidade, principalmente pela presença mais 

marcante de membranas sinciciais isoladas e nós sinciciais. Evidências obtidas em 

outros modelos de lesão placentária também já haviam utilizado estas características 
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como referência de danos placentários (NARASIMHA; VASUDEVA, 2011; GOMES et 

al., 2019). 

A ação citotóxica da azatioprina é há muito conhecida e objeto de sua ação 

terapêutica sobre o sistema imunológico para as funções imunossupressoras. Tanto 

em sua forma administrável, como os subprodutos de seu metabolismo, como o 6-MP, 

sofrem biotransformações sucessivas, com a formação de análogos de purina que são 

incorporados aos nucleotídeos de guanina do DNA (CHOUCHANA et al., 2012). Esta 

interferência resulta na inibição da síntese de novos nucleotídeos e proteínas e, 

consequentemente além de inibir a proliferação celular e induz apoptose, conforme 

observado em outros modelos biológicos (FAIRCHILD; MAYBAUM; KENNEDY, 1988; 

AL HADITHY et al., 2005; DERIJKS et al., 2006; SAHASRANAMAN; HOWARD; ROY, 

2008; ADAM; PHULUKDAREE; SOMA, 2018). Estudos prévios utilizando explantes de 

vilos coriônicos de primeiro trimestre de gestação também mostraram que os 

metabólitos da azatioprina podem afetar a diferenciação e proliferação das células 

trofoblásticas (LEROY et al., 2015; SHAH; VERMA, 2016). 

Uma vez que este é um estudo ex vivo, sem a participação de outros sistemas 

orgânicos como o hepático, por exemplo (grande responsável pela metabolização 

deste fármaco), depreende-se que a ação da azatioprina sobre os vilos coriônicos 

decorreu exclusivamente de sua entrada e metabolização nas células placentárias. 

Além da passagem de nutrientes e gases, a membrana hemocorial que separa 

o sangue materno do fetal também pode deixar passar ou limitar a passagem de 

fármacos (ENDRES et al., 2006). Os solutos devem atravessar o sinciciotrofoblasto 

através de seu citoplasma ou por meio de uma rede de transportadores, até que 

chegue ao mesênquima e alcance os vasos fetais (GEDEON; KOREN, 2006). Fatores 

que podem afetar esse transporte incluem a espessura da barreira, pH do sangue 

materno, do próprio metabolismo placentário, do peso molecular da droga (Azatioprina 

277,263 g/mol), sua solubilidade lipídica, das proteínas de ligação associadas a droga, 

do gradiente de concentração através da placenta e da presença de transportadores 

específicos (GRIFFITHS, CAMPBELL, 2015) 

Embora grande parte dos imunossupressores seja classificada como seguro pela 

FDA, todos atravessam a barreira placentária e já foram detectados em diversos graus 
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na circulação fetal (TENDRON; GOUYON; DECRAMER, 2002; LEROY et al., 2015; 

SHAH; VERMA, 2016). Há quatro formas de passagem de uma droga pelo 

sinciciotrofoblasto: por difusão simples, difusão facilitada por meio de um transportador, 

transporte ativo (ATP) e pinocitose. 

A análises de gestantes que faziam uso da azatioprina via oral mostrou sua 

presença no sangue materno e fetal, indicando sua absorção pela placenta e 

transporte para o organismo fetal. Este estudo mostrou que tanto a azatioprina quanto 

seu metabólito inicial, o 6-MP, atravessa a placenta humana (SAARIKOSKI; 

SEPPALA, 1973). A placenta e o líquido amniótico continham tanto os metabólitos da 

azatioprina - ácido tioúrico (41-49%) e 6-MP (5-13%), quanto o próprio fármaco na 

taxa de 9-25% em relação às concentrações no sangue materno, 150 a 360 minutos 

após sua administração (SAARIKOSKI; SEPPALA, 1973). Já no sangue fetal, as 

concentrações de azatioprina e 6-MP são muito reduzidas, representando 1% –5% e 

1% –2% de seus respectivos níveis de sangue materno (SAARIKOSKI; SEPPALA, 

1973). Estes achados reforçam as funções de barreira da placenta, diminuindo 

significativamente a difusão da azatioprina e seu metabólito ativo o 6-MP, para a 

circulação fetal e desta forma, minimizando suas ações deletérias sobre o feto em 

desenvolvimento (HOU, 1989). No entanto, não exclui a possível interferência que o 

fármaco pode causar nas células placentárias e suas consequências indiretas para o 

desenvolvimento fetal. 

A ação citotóxica da azatioprina ocorre por meio dos subprodutos gerados após 

sua metabolização. Neste estudo não analisamos as vias de metabolização da 

azatioprina na placenta cultivada, mas a diminuição da vitalidade mitocondrial, o 

aumento nas taxas de morte celular e as modificações morfológicas sugerem uma 

ação direta dos subprodutos ativos e tóxicos ao DNA, gerados por este fármaco. 

Reforça essa possibilidade a expressão e atividade pela placenta humana das 

enzimas glutationa s-transferase, xantina oxidase, tiopurina S-metiltransferase, e 

hipoxantina fosforibosiltransferase de guanina envolvidas na transformação da 

azatioprina em seus metabolitos ativos (MANY, 1996; MELLER et al., 2005; PACIFICI; 

NOTTOLI, 1995). 
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Nossos resultados também mostraram que as taxas de vitalidade mitocondrial e 

de injuria celular se manifestaram nas doses acima de 12.5 ng/mL, mas não foram 

significativamente diferentes entre si, o que não estabelece uma curva dose resposta. 

Pelo menos um aspecto pode estar relacionado aos resultados encontrados – a 

dependência de sistemas enzimáticos para a absorção e metabolização da azatioprina 

(PACHECO NETO et al., 2008). É importante destacar que em reações catalisadas por 

enzimas, a alta concentração do substrato, bem como o acúmulo de subprodutos além 

de sua capacidade de ação, pode inibir a atividade enzimática (BERG; TYMOCZKO; 

STRYER, 2002a), ou ainda, estar acima do turnover da enzima em um determinado 

tempo experimental (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002a). Também, em enzimas 

autorregulatórias, o acúmulo de um subproduto pode resultar em inibição por feedback 

de enzimas da via metabólica (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002b). 

Neste contexto, é possível que a saturação dos sistemas enzimáticos nas 

doses utilizadas da azatioprina tenha ultrapassado os limites de atuação do sistema 

enzimático envolvido para sua metabolização, mantendo os seus níveis de 

citotoxicidade, mas não em uma relação diretamente proporcional à concentração 

utilizada. Estes aspectos poderiam justificar os resultados encontrados e devem ser 

estudados oportunamente. 

 
7.4 Ocorre aumento de interleucinas inflamatórias após o tratamento com 

Azatioprina 

Durante a gestação, a placenta assume papeis de órgão imunológico, totalmente 

capacitado para reconhecer e responder a diferentes agentes patogênicos e interagir 

com um sistema imunológico materno ativo e funcional (MOR; CARDENAS, 2010). O 

tratamento dos vilos coriônicos com azatioprina levou em todas as concentrações 

utilizadas a um aumento na expressão de IL-1β e IL-18. A diminuição da vitalidade 

celular e o aumento de injuria após o tratamento com azatioprina evidenciados, 

sugerem que a ação citotóxica da droga leve a produtos da degeneração celular, 

ativando sensores de dano nas células placentárias e a produção destas citocinas. 

Estudos prévios em nosso laboratório, analisando o perfil de citocinas de 

placentas de gestantes submetidas a transplante renal pré-gestação e sob tratamento 
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com imunossupressores identificou alterações significativas no tecido placentário 

(CORREA-SILVA et al., 2013). Nestas avaliações, encontrou-se aumento na produção 

de IL-1β, IL-8, IL-6 e TNF-α, identificando um padrão pró-inflamatório. A placenta 

expressa um amplo repertório de citocinas, que é temporal e ambientalmente regulado, 

podendo responder a estímulos diversos do ambiente materno (MOR; CARDENAS, 

2010). No entanto, a comparação destes níveis com controles pareados de placentas 

de gestantes saudáveis, indicou que estas alterações podiam estar associadas ou ao 

quadro clínico pós-transplante e/ou ao uso de fármacos imunossupressores, que em 

geral são ministrados em coquetéis muitas vezes complexos (CORREA-SILVA et al., 

2013). Diferente dos estudos anteriores, este nos permitiu avaliar in vitro a relação 

direta entre um dos fármacos imunossupressor, bastante utilizado em gestantes, a 

azatioprina, e a resposta dos vilos coriônicos, sem a interferência de outros fatores 

indutores ou reguladores da resposta imune. 

A despeito de ser constitutivamente expressa na placenta (TOKMADZIC et al., 

2002), a IL-18 mostrou-se relevantemente aumentada na presença do azatioprina, o 

que sugere que esta é uma resposta pró-inflamatória direta ou indiretamente causada 

pelo fármaco. Embora tanto a IL-18 quanto a IL-1 compartilhem propriedades pró- 

inflamatórias, elas atuam por diferentes vias e assumem diferentes funções (LEE et al., 

2004). A IL-18 ativa principalmente p38 MAPK e AP-1, e está relacionada a à indução 

de IFNγ e ativação de respostas TH1-mediadas (LEE et al., 2004). Na gestação 

saudável é de se esperar que mecanismos regulatórios previnam a excessiva 

inflamação local, de modo que aumento nos níveis de mediadores imunes pró- 

inflamatórios só seriam esperados em condições de estímulos específicos. Desta forma 

seu aumento nos vilos coriônicos em nossos experimentos, reforçam o papel da 

azatioprina como estressor tecidual. O aumento desta interleucina inflamatória também 

já foi relatado no tecido placentário (sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto) em inúmeras 

complicações gestacionais associadas a processos inflamatórios e à indução de IFNγ 

(DINARELLO, 1998; MENON; LOMBARDI; FORTUNATO, 2001; IDA et al., 2000; 

HUANG et al., 2005). 

O aumento na expressão e secreção de IL-1β pelos vilos tratados adicionam 

evidências ao perfil inflamatório induzido pela azatioprina, uma vez que está é uma 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00278/full#B145
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citocina-chave na indução de respostas imunes pró-inflamatórias. As ações a IL-1 

incluem a secreção de mediadores pró-inflamatórios como a ciclooxigenase tipo-2 

(COX-2), IL-6, Fator de Necrose Tumoral (TNF) e a própria IL-1 (LEE et al., 2004; LATZ; 

XIAO; STUTZ, 2013). Uma vez que os vilos coriônicos estão em contato com o sangue 

materno, a secreção de IL-1 pode rapidamente alcançar e ativar o sistema imune 

materno sob condições de estresse ou injúria placentária. 

A sinalização placentária via IL-1β e IL-18 também pode ser um mecanismo de 

relevância para amenizar as condições locais induzidas pela azatioprina via sistema 

imune inato, uma vez que principalmente a resposta mediada por linfócitos é 

comprometida em um organismo imunossuprimido. Os experimentos mostrados por 

MEGLI et al. (2021) mostram que monócitos circulantes são células alvo destas 

citocinas, o que sugere que esta via de sinalização pode representar um mecanismo de 

proteção gestacional em mulheres imunossuprimidas, o que certamente merece ser 

futuramente estudado. 

Uma importante plataforma de processamento e ativação de IL-1β e IL-18 em 

diferentes condições é o sensor de injúria tecidual denominado de inflamassoma. Este 

complexo inclui receptores de reconhecimento de padrões de injúria tecidual (DAMPs, 

do inglês: damage-associated molecular patterns) e outros associados a patógenos 

(PAMPs, do inglês: pathogen-associated molecular patterns), como os receptores do 

tipo Toll (TLRs), receptores do tipo RIG-I (RLRs), receptores do tipo NOD (NLRs) e 

receptores de lectina do tipo C (CLRs). A grande maioria dos receptores do tipo NOD 

(NLRP1, NLRP3, NLRC4, NLRP6 e NLRP12), podem interagir com a proteína 

semelhante a speck associada à apoptose, que por sua vez contém uma região de 

recrutamento de caspase (ASC) e caspase-1, que desempenha um papel crucial na 

ativação e secreção de IL-1β e IL-18 (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013). 

Uma série de moléculas nativas ou exógenas podem atuar como DAMPs 

quando modificadas por lesão ou quando liberadas ou produzidas por células 

estressadas ou mortas (MANSON; THIEMERMANN; BROHI, 2012; BORTOLOTTI; 

FAURE; KIPNIS, 2018). Recentemente, a expressão do inflamassoma do receptor 

semelhante à NOD contendo pirina (NLRP3) foi documentada em células 

placentárias expostas a DAMPs, como o ácido úrico, por exemplo, um evento que já 
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havia sido demonstrado em outros modelos biológicos (STODLE et al., 2018). 

Células placentárias tratadas com níveis aumentados de glicose e placentas de 

mulheres que apresentaram diabete gestacional também mostraram aumento de 

expressão proteica e gênica dos componentes de NLRP3 e de caspase-1 ativada 

associados à expressão aumentada de IL-1β (CORREA-SILVA et al., 2013). Neste 

contexto, produtos de injuria celular causados pela azatioprina podem ter atuado 

com DAMPs, desencadeado uma resposta inflamatória mediada por inflamassoma e 

com a consequente produção de IL-1β e IL-18. 

Nesta linha de raciocínio, analisamos também possíveis vias de ativação celular 

para a produção destas citocinas, focando na clivagem e ativação de Caspase-1 e na 

fosforilação de NF-B. Embora outras proteases possam clivar a IL-1 sob condições 

específicas (inflamação neutrofílica, por exemplo), uma das principais vias de clivagem 

da pró-IL-1β e pró-IL18, é via caspase-1, o que resulta em formas ativas destas 

citocinas, capazes de estimular a resposta inflamatória (GUMA et al., 2009; PALUDAN; 

BOWIE, 2013; MIAO; RAJAN; ADEREM, 2011). O aumento de caspase-1 clivada após 

o tratamento com azatioprina sugere que o mecanismo inflamatório desencadeado pela 

droga (aumento de IL-1β e IL-18) pode ser caspase-dependente, o que também 

favorece a possibilidade de ativação do sistema inflamassoma. 

A ativação do fator de transcrição nuclear B (NF-B) parece interagir com 

inflamassomas de diferentes formas, dependendo do tipo celular e das condições de 

desafio. Estudos mostraram que em hepatócitos estimulados com LPS, a sinalização 

via NF-B é necessária para a formação do inflamassoma e produção de IL-1β e IL-18 

(BOARU et al., 2015). Por outro lado, em algumas linhagens celulares e em infecções 

específicas o NF-B se mostrou controlador da atividade do inflamassoma (LIU et al., 

2017). Nas células placentárias, a azatioprina induziu a fosforilação deste fator 

(fosforilação da subunidade p65), o que associado ao perfil de IL-1β encontrado no 

tempo e concentrações utilizados pode estar associado à ativação do inflamassoma. No 

entanto, estudos utilizando bloqueadores e indutores farmacológicos da via de 

sinalização do NF-B e da formação e tipo de inflamassoma são necessários para 

confirmar essa possibilidade. 
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Em suma, nossos resultados mostraram que a azatioprina no meio de cultura 

causou um microambiente citotóxico, capaz de interferir na vitalidade dos vilos 

coriônicos e induzir a expressão de IL-1β e IL-18 concomitante a ativação de caspase-1 

(Figura 11), o que sugere a ativação de inflamassoma. Desta forma a ação da 

azatioprina pode resultar em diminuição das funções vilosas e na liberação de 

mediadores pró-inflamatórios solúveis, potentes ativadores da resposta imune. 

Extrapolando ao sistema in vivo, é possível que o efeito da administração crônica da 

azatioprina leve a redução das funções placentárias e a sinalização ao sistema imune 

materno da ação de estressores na unidade materno-fetal. Este estudo também 

destaca a necessidade de maiores estudos sobre a interferência deste fármaco na 

placenta, o que pode estar relacionado aos casos clínicos de pacientes que a utilizam e 

apresentam fetos com restrição de crescimento e peso baixo ao nascer, além de outras 

comorbidades como prematuridade e abortos, efeitos que também podem ser 

atribuídos a um metabolismo placentário deficiente. Neste contexto, a ação da 

azatioprina sobre a placenta não deveria ser desconsiderada nos tratamento de 

gestantes, uma vez que alterando a vitalidade de células placentárias, interfere-se 

também com as condições fetais e gestacionais, mesmo sem ter efeito um teratogênico 

efetivo. 
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Figura 11. Esquema ilustrativo dos resultados obtidos após o tratamento dos vilos coriônicos 

com azatioprina (o esquema mostra apenas uma porção do sinciciotrofoblasto). O transporte e 

metabolização da Azatioprina pode ser facilitada pela ação das enzimas xantino-oxidase (XO) e 

glutationa S-transferase (GST). O comprometimento da atividade mitocondrial pode ser devido 

a ação de 6-TGN, o que pode também levar à liberação de ROS para o citosol, atuando na 

injuria da membrana celular e liberação de lactato desidrogenase (LDH). Injuria sobre o DNA 

nuclear pode ser a causa do aumento dos nós sinciciais. Subprodutos oriundos da injuria 

mitocondrial (DNA mitocondrial – mtDNA - por exemplo, entre outros) e/ou da metabolização da 

azatioprina (6-TGN) podem atuar como DAMPs. A clivagem da caspase-1 que atua na 

maturação de IL-1β e IL-18 pode (?) ser devida à montagem do complexo multiproteico do 

inflamassoma. 
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A análise de nossos resultados nos permitiu concluir que: 

 
 

1) O uso de azatioprina em um sistema in vitro utilizando vilos coriônicos de 

mulheres saudáveis induziu perda de função mitocondrial o que pode estar 

implicado também no comprometimento da vitalidade das células placentárias. 

2)  Maiores índices de injuria celular com o uso da azatioprina mesmo em doses 

baixas corroboram a perda das funções mitocondriais e indicam a citotoxicidade 

deste fármaco nas células placentárias. 

3) Em todas as concentrações de azatioprina utilizadas nesse estudo, houve 

aumento na expressão de IL-1β e IL-18, sugerindo que metabólitos do fármaco 

ou produtos da degeneração celular decorrente de seu uso tenha ativado 

sensores e ativado a produção destas citocinas. 

4)  Houve ativação de caspase-1, o que sugere a ativação de inflamassoma pela 

azatioprina e seus metabólitos. 

 
A análise dos resultados em conjunto possibilitou estender a compreensão dos 

efeitos causados pela azatioprina nas células placentárias, um fármaco amplamente 

prescrito para doenças diversas também durante a gestação. 

Os resultados mostraram que a azatioprina causa um desequilíbrio na homeostase 

dos vilos placentários podendo levar a perdas funcionais. O possível comprometimento 

dos parâmetros gestacionais induzidos por este fármaco deve ser devidamente 

analisado in      vivo. 
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Documento de Identidade: .................................. Data de Nascimento: ........../........./............ 
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Título do Projeto de Pesquisa: O papel da Azatioprina na ativação do inflamassoma NLRP3 e sua 

relação com a injuria das células placentárias. 
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Departamento do ICB/USP: Departamento de Biologia Celular e Tecidual. 
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A pesquisa não envolve procedimentos que configurem riscos às pacientes. 

 

Duração da Pesquisa: 03 (três) anos. 

A pesquisa para a qual você está sendo convidada a participar, voluntariamente, tem como 

objetivo verificar a ação de medicamentos em placentas normais, já que a presença de 

medicamento no sangue materno pode estar relacionada aomalfuncionamento placentário. 

A placenta é um órgão que forma uma barreira que está em contato com o sangue da mãe e 

que deixa passar oxigênio e nutrientes necessários para o crescimento do bebê. Já se sabe 

que algumas substâncias podem modificar a função das células da placenta, o que por sua 

vez pode levar à formação de fetos pequenos e com maior frequência de doenças após o 

parto. 

Assim, neste estudo, pretendemos estudar a ação de um medicamento imunossupressor  

chamado de azatioprina que é dado a gestantes que receberam transplantes de órgãos (rim, 

fígado etc.), para que eles não sejam rejeitados. Nosso objetivo é determinar se esse 

medicamento pode modificar as funções placentárias. Para isso, será utilizado um 

pequeno fragmento de sua placenta logo após o parto, que em geral é descartada pelo 

hospital. Esse pedaço da placenta será levado até o laboratório para realização do estudo 

que descrevemos acima, e será utilizado somente para a pesquisa em laboratório. Como 

se trata de pesquisa com células da placenta, não há consequências para você que participará 

deste estudo. Se encontrarmos modificações com o uso desses medicamentos, nossa 

pesquisa poderá ser útil para acertar doses melhores para as pacientes e para o 

desenvolvimento de futuros tratamentos para essas mães. Participando de nosso estudo 

você contribuirá justamente para que possamos entender um pouco mais sobre como 

esse medicamento age na placenta. Considerando que a sua participação é voluntaria, 

você poderá desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo, sem 

influência no seu tratamento hospitalar . A sua identidade será mantida em sigilo 

quandoosdadosobtidosforemapresentadosoupublicados. 
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Identificação do CEP-ICB: Endereço: Av. Prof. Lineu Prestes, 1524 – Cidade 

Universitária- CEP:05508- 900- São Paulo- SP- Telefone: 3091-7733- E- 

mail: CEP@icb.usp.br 
 

 
Identificação do CEP-HU: Endereço: Av. Prof. Lineu Prestes, 2565 

– Cidade UniversitáriaCEP:05508-900- São Paulo- SP- Telefone: 

3091-9457- E-mail: CEP@hu.usp.br 
 

 

Identificação do CEP-HC: Endereço: Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 – 
Bairro Cerqueira Cesar –CEP: 05403-010 – São Paulo- SP- Telefone: 3069- 
6442 – E-mail: cappesq@hcnet.uso.br 

 

 

Estou ciente de que: 
 

O estudo se faz necessário para que possamos entender melhor a ação de um medicamento sobre a 

placenta,equeessesconhecimentospoderãoserdegrandevaliafuturostratamentosparaas 

gestantes que receberam transplantes de órgãos. 

I) Aparticipaçãonesteprojetonãotemobjetivodemesubmeteraumtratamento, 

bemcomo não me acarretará qualquer pecuniário com relação aos procedimentos médico- 

clínico-terapêutico efetuados com oestudo. 

II) Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboração neste estudo quando 

desejar, sem necessidade de qualquer explicação. 

III) A desistência não causará nenhum prejuízo à minha saúde ou bem-estarfísico. Não 

irá interferir no atendimento ou tratamento médico. 

IV) Osresultadosobtidosduranteesteestudoserãomantidosemsigilo,mas 

concordoque sejam divulgados em publicações científicas, desde que meus dados pessoais não 

sejammencionados. 

V) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos 

mailto:CEP@icb.usp.br
mailto:CEP@hu.usp.br
mailto:cappesq@hcnet.uso.br
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resultados, ao final desta pesquisa. 

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

( ) Não desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

VI) Concordo que o material poderá ser utilizado em outros projetos desde que 

autorizado pela Comissão de Ética deste Instituto e pelo responsável por esta 

pesquisa. 

( ) Sim ( ) Não 

VII) Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter 

entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente projeto de pesquisa. 

( ) Sim ( ) Não 

 

VIII) Poderei contatar a secretaria da comissão de ÉTICA em Pesquisa com 

Seres Humano – ICB- USP, no telefone 3091-7733, assim como a Profa. Dra. Estela 

Bevilacqua, responsável pelo projeto, no telefone 3091-8050 para recursos ou 

reclamações em relação ao presente estudo. 
 

( ) Paciente / ( ) Responsável 

Assinatura: ............................................................................................................ 

 

Responsável pelo projeto: Profa. Dra. Estela Bevilacqua 

Laboratório de Estudos da Interação Materno-Fetale Placenta 

Departamento de Biologia Celulare Tecidual - ICB-USP 

 

 

 
São Paulo, de de 20   

 

 

 
 

Casovocêtenhaalgumadúvida em relação aestapesquisa,poderáentraremcontatocomaprofa. 

Dra. Estela Bevilacqua (Tel.: 3091-8050) ou com a pesquisadora Franciele Rodrigues Araújo (Tel.: 

3091- 7307). 


