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RESUMO 

SANTOS A. C. V. ALTERAÇÕES PLACENTÁRIAS DECORRENTES DO 
DIABETES TIPO 1 EM CAMUNDONGOS DIABÉTICOS NÃO OBESOS (NOD) 
2016. 64p. Dissertação (Mestrado em Ciências da Saúde) – Universidade Federal de 
Sergipe, Aracaju. 

O camundongo diabético não obeso (NOD) é um modelo experimental amplamente 
utilizado em trabalhos por desenvolver um quadro fenotípico de diabetes mellitus do 
tipo 1, similar à doença humana. Na gestação a placenta é um órgão vital, sendo 
capaz de desenvolver diversas funções que possibilitam um desenvolvimento fetal 
saudável. Modificações na sua estrutura e função comprometem a sobrevivência e o 
crescimento do feto. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a influência da 
hiperglicemia nas alterações placentárias em camundongos NOD. Foram utilizadas 
fêmeas NOD hiperglicêmicas (NODH) (glicemia sem jejum ≥ 270,0 mg/dl, n = 6), 
NOD normoglicêmicas (NODN) (glicemia sem jejum < 180,0 mg/dl, n = 6) e fêmeas 
Balb-c (n = 8). As placentas foram coletadas no dia 19,5 de gestação (dg). Os 
seguintes dados foram analisados: peso materno, fetal e placentário; alterações 
morfológicas placentárias; expressão imunohistoquímica de CD105, Caspase-3 e 
Histona-3; e ensaio imunoenzimático de CD105, PGIF-2 e VEGF-A. O peso materno 
das fêmeas NODH foi signicativamente menor no 0,5 dg comparado aos grupos 
NODN e Balb-c. Verificou-se uma diminuição no peso dos fetos no grupo NODH 
quando comparado ao grupo Balb-c (989 ± 68 vs 1290 ± 57 mg, p<0,05, n = 8). O 
peso placentário foi maior no grupo NODH com relação ao NODN e Balb-c (190 ± 26 
vs 130 ± 4 mg, p < 0,0001; 155 ± 8 mg, p < 0,05, n = 8). Observou-se nos 
camundongos NODH aumento da zona juncional (ZJ) e redução no labirinto (L), as 
células dessas regiões apresentavam alterações nucleares e citoplasmáticas 
quando comparadas aos grupos NODN e Balb-c. Observou-se no L redução de 
CD105 no grupo NODH (206,9 ± 62,7%, p < 0,0001) comparado aos grupos Balb-c 
(847,9 ± 65,4%, p < 0,0001) e NODN (500,2 ± 2,6%, p < 0,001), na ZJ não houve 
diferença. Na ZJ das placentas do grupo NODH redução de Caspase-3 (663 ± 107,2 

m², p < 0.001) comparado aos grupos Balb-c (1848 ± 74,3 m², p < 0.001) e NODN 

(1239 ± 55,4 m², p < 0.05). Houve aumento de Histona-3 na ZJ no grupo NODH 

(259,7 ± 20,4 m², p < 0.05), sendo similar aos grupos NODN (154,8 ± 16,6 m², p < 

0,05) e Balb-c (154,8 ± 30 m², p < 0.05), enquanto no L foi menor no grupo NODH 

(261,5 ± 14,5 m², p < 0.001) em relação ao Balb-c (653,0 ± 96 m², p < 0.001). A 
concentração de CD105 foi maior no grupo NODH no soro (5,28 ± 0,36 x 3,02 ± 0,47 
pg/ml, NODN p < 0,05) e na placenta (69,72 ± 0,48 x 56,48 ± 4,5 pg/ml, NODN p < 
0,05 x Balb-c 50,29 ± 2,4 pg/ml, p < 0,001). A concentração de PIGF-2 foi maior na 
placenta do grupo NODH (2,92 ± 0,07 pg/ml, p < 0,001) comparado aos grupos Balb-
c (1,86 ± 0,11 pg/ml, p < 0,001) e NODN (2,45 ± 0,16 pg/ml, p < 0,05) e não houve 
diferença no soro. As concentrações de VEGF-A no soro e na placenta foram 
semelhantes entre os grupos. A hiperglicemia nesse modelo animal foi capaz de 
modificar as regiões da placenta e suas estruturas celulares o que pode ter alterado 
os eventos de apoptose, proliferação celular e angiogênese. 

Palavras-chave: Camundongos (NOD). Diabetes tipo 1. Placenta. Alterações 

vasculares. 

 



 
 

ABSTRACT 

SANTOS A. C. V. CHANGES IN PLACENTAL ARISING OUT OF DIABETES TYPE 
1 IN NON-OBESE DIABETIC MICE (NOD). 2016. 64p. Dissertação (Mestrado em 
Ciências da Saúde) – Universidade Federal de Sergipe, Aracaju. 

The non-obese diabetic (NOD) mouse is an experimental model largely used in 
research due to its development of a phenotypic condition of type 1 Diabetes 
Mellitus, sharing similarities with the disease in humans. During pregnancy the 
placenta is a vital organ which develops a diversity of functions that enables the 
development of a healthy fetus. Thus, the aim of this study was to evaluate the 
influence of hyperglycemia on placental changes of NOD mice. It was used 
hyperglycemic NOD female (HNOD) (non- fasting blood glucose test ≥ 270.0 mg/dl, n 
= 6), normoglycemic NOD female (NNOD) (non- fasting blood glucose test < 180 
mg/dl, n = 6) and Balb-c female (n = 8) in this experiment. Placental were collected at 
19.5 gestation day (gd). Data analyzed included maternal, fetal and placental weight; 
placental morphological changes; immunohistochemical expression of CD105, 
Caspase-3 and Histone-3; and enzyme-linked immunosorbent assay CD105, PGIF-2 
and VEGF-A. HNOD females weight was significantly lower at 0.5 gd when 
compared to NNOD and Balb-c. It was observed a decrease in fetal weight in HNOD 
when compared to Balb-c (989 ± 68 vs 1290 ± 57 mg, p < 0.05; n = 8). Placental 
weight was higher in HNOD in relation to NNOD and Balb-c (190 ± 26 vs 130 ± 4 p < 
0.0001; 155 ± 8 mg, p < 0.001; n = 8). It was observed an increase of junctional zone 
(JZ) as well as a decrease of labyrinth (L) of HNOD group, in which it was also 
noticed nuclear and cytoplasmic alterations on cell populations of both areas when 
compared to NNOD and Balb-c. It was seen Capase-3 decrease in JZ and an 
increase of Histone-3 in JZ of HNOD placentas. Regarding the labyrinthin, where 
fetal-maternal exchange occurs, this group showed CD105 decrease and Histone-3 
increase when compared with other groups. In the LZ the CD105 reactivity showed 

decreased in HNOD (206.9 ± 62.7 m²,  p < 0.0001) compared to Balb-c (847.9 ± 

65.4 m²,  p < 0.0001) and NNOD (500.2 ± 2.6 m²,  p < 0.001) whereas in the JZ 
there was no difference between groups.  For Caspase-3, reduced reactivity in the JZ 

was observed in HNOD (663 ± 107.2 m²,  p < 0.001) compared to Balb-c (1848 ± 

74,3 m², p < 0.001) and NNOD (1239 ± 55.4 m²,  p < 0.05). In the LZ no difference 
was verified. For Histone-3, the intensity of reactivity was greater in JZ for HNOD 

(259.7 ± 20.4 m², p < 0.05) and similar between Balb-c (154.8 ± 30 m², p < 0.05) 

and NNOD (154.8 ± 16.6 m², p < 0.05). Reduced Histone-3 staining was present in 

LZ of HNOD (261.5 ± 14.5 m², p < 0.001) compared to Balb-c (653.0 ± 96 m², p < 
0.001). The concentration of CD105 were higher in HNOD group in serum (5.28 ± 
0.36 x 3.02 ± 0.47 pg/ml, NNOD p < 0.05) and placenta (69.72 ± 0.48 x 56.48 ± 4.5 
NNOD p < 0.05 and x Balb-c 50.29 ± 2.4 pg/ml, p < 0.001). The placental PIGF2 
concentration increased in HNOD (2.92 ± 0.07 pg/ml, p < 0.001) compared to Balb-c 
(1.86 ± 0.11 pg/ml, p < 0.001) and NNOD (2.45 ± 0.16 pg/ml, p < 0.05) whereas in 
the serum there was no difference. The serum and placental VEGFA concentrations 
were similar in all groups. Hyperglycemia was able to modify both placental regions 
and cellular structures on this experimental model, which might have altered some 
cellular events like apoptosis, cellular proliferation and angiogenesis. 

Keywords: Mice (NOD). Type 1 Diabetes. Placenta. Vascular alterations. 
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1 INTRODUÇÃO 

O diabetes mellitus (DM) é uma patologia caracterizada por hiperglicemia, 

causada por defeitos na secreção e /ou ação da insulina. O DM é considerado um 

problema de saúde pública mundial e considerando todos os tipos de diabetes, 

houve um número estimado de 184 milhões de mulheres diabéticas em 2013, esse 

número deverá subir para 288 milhões até 2030 (IDF, 2015). Segundo a Sociedade 

Brasileira de Diabetes (2015), cerca de 7% das complicações gestacionais estão 

associadas hiperglicemia gestacional. 

 No período gestacional em mulheres e roedores com diabetes, o ambiente 

intra-uterino é considerado desfavorável para o desenvolvimento embrionário e fetal. 

A placenta, órgão importante durante a gestação é comprometida sofrendo impactos 

decorrentes do aumento da hiperglicemia materna, sendo um obstáculo para uma 

gravidez bem sucedida (ALBAGHDADI; KAN, 2012; VAMBERGUE; FARJADY, 

2011).  

O camundongo diabético não obeso (NOD) é um modelo experimental 

amplamente utilizado em trabalhos por desenvolver um quadro fenotípico de DM1, 

similar à doença humana (ATKINSON; LEITER, 1999). Apesar da grande 

quantidade de informação sobre o NOD, o seu desenvolvimento placentário é pouco 

conhecido, esse conhecimento se torna útil para estudar como a diabetes afeta a 

placenta e consequentemente a gestação.  

O desenvolvimento e manutenção do sistema vascular placentário regulado 

pela angiogênese são importantes para garantir o sucesso da gestação 

(BARRIETOS et al., 2009). Além de disfunção placentária, o diabetes tem sido 

associado com alterações nos mecanismos de proliferação celular, apoptose e 

angiogênese (MAGEE et al., 2014; AIRES; SANTOS, 2015). 

Tendo em vista a importância do diabetes para a saúde materna e neonatal, 

este estudo propôs estudar placentas a termo de camundongos portadores de DM1, 

avaliando as alterações placentárias e expressão de marcadores envolvidos na 

angiogênese, proliferação e apoptose, contribuindo para uma melhor compreensão 

da fisiopatologia dessa doença durante a gestação.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Diabetes Mellitus (DM) 

O DM é uma patologia caracterizada por elevados níveis de glicemia, 

causados por defeitos na secreção e/ou ação da insulina. Entre os processos 

patogênicos para o surgimento da doença, encontra-se a destruição autoimune das 

células β pancreáticas que são as responsáveis por sintetizar e secretar insulina, e 

as anormalidades que levam a um estado hiperglicêmico resultante do 

desenvolvimento da resistência da insulina (ADA, 2015).  

A insulina é o hormônio responsável por promover a entrada de glicose para 

os tecidos. Havendo sua produção insuficiente ou inexistente, ocorre o acumulo de 

glicose no sangue e as células deixam de receber o aporte energético necessário 

para a realização de suas funções o que pode levar em morte celular. Esse quadro 

clínico acarreta em distúrbios no metabolismo dos carboidratos e na síntese de 

proteínas e lipídeos, resultando em lesões em órgãos como olhos, rins e no sistema 

vascular (ADA, 2015; IDF, 2013). 

Existem três tipos principais de DM, o tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e o DM 

gestacional (DMG) (ADA, 2015; SBD, 2015). O DM1 é caracterizado pela destruição 

das células β das ilhotas de Langerhans, usualmente ocorre por processo autoimune 

ou causa idiopática, resultando na deficiência absoluta da secreção de insulina. No 

DM2 a hiperglicemia está associada ao fator de resistência à ação da insulina, o 

corpo é capaz de produzir insulina, mas incapaz de responder aos seus efeitos. 

Esse tipo representa a maioria dos casos e sua etiologia específica ainda não está 

claramente estabelecida como no DM1 (ADA, 2015). Ao contrário do DM1, a maioria 

dos pacientes com DM2 não precisam de insulina diariamente, o controle glicêmico 

muitas vezes é alcançado por uma dieta controlada, exercício físico ou uso de 

medicamentos orais. Já o DMG é definido como qualquer intolerância à glicose 

detectada entre a 24-28ª semana de gestação (ADA, 2015; IDF, 2013; SBD, 2015). 

De acordo com dados publicados em 2015, pela Federação Internacional de 

Diabetes, o DM é uma das doenças mais comuns sendo responsável pela morte de 

4,9 milhões de pessoas no mundo por ano, principalmente nos países de renda 

baixa e média. Estima-se que existam mais de 382 milhões de adultos (8,3%) com 

diabetes no mundo, sendo que projeções para 2035 sugerem que esse número 
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possa subir para 592 milhões de pessoas. As complicações clínicas geradas em 

torno dessa doença, como problemas cardiovasculares, cegueira, insuficiência renal 

e amputação de membros inferiores, geram altos custos econômicos para os países. 

Em 2013, 11% das despesas da saúde em todo mundo foram destinados a casos 

envolvendo DM (IDF, 2013).  

No Brasil, de acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2015), estimou-

se que haveria 11.933.580 de pessoas com diabetes no ano de 2013. O número de 

óbitos registrados em 2014 no Brasil, segundo o Departamento de Informática do 

SUS (DATASUS), indicam 2.920 casos de DM1, 5.768 de DM2 e 47.956 de casos 

de DM não especificados, sendo as regiões Sudeste e Nordeste com os maiores 

índices. 

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2015), cerca de 7% das 

complicações gestacionais estão associadas hiperglicemia gestacional. As 

consequências do diabetes durante a gestação estão associadas a vários tipos de 

complicações maternas e fetais que contribuem para uma gestação de alto risco 

(FORSBACH-SÁNCHEZ; TAMEZ-PERÉZ; VAZQUEZ-LARA, 2005; MARUICHI; 

AMADEI; ABEL, 2012).  

2.2  Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) e gestação 

O DM1 é uma doença crônica caracterizada por deficiência na secreção de 

insulina resultante da destruição das células β pancreáticas. Sua fisiopatologia é 

explicada pelo aumento de glicose sanguínea, causado por fatores genéticos e 

ambientais que vão contribuir para a ativação do sistema imunológico 

desencadeando o processo de destruição das células β (SBD, 2015). Esse tipo 

autoimune ocorre em 5-10% das pessoas com DM1 (ADA, 2015). Seu diagnostico é 

confirmado pela glicemia plasmática de jejum  ≥ 126 mg/dl ou > 200 mg/dl de 

glicemia casual, em qualquer hora do dia (SBD, 2015). 

As modificações no estilo de vida têm contribuído para expansão do DM em 

diversas faixas etárias, atingindo também mulheres em idade reprodutiva, que 

consequentemente tendem a desenvolver a hiperglicemia antes e durante a 

gestação (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014; IDF, 2013).  
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O DM é considerado um problema de saúde pública mundial e considerando 

todos os tipos de diabetes, havia uma estimativa de 184 milhões de mulheres 

diabéticas em 2013 e este número deverá subir para 288 milhões até 2030 (IDF, 

2015). Com relação aos nascimentos a Federação Internacional de Diabetes (IDF, 

2015), estima que mais de 20 milhões dos nascimentos em 2015 tenham ocorrido a 

partir de gestações com incidência de hiperglicemia relacionada ao diabetes.  

O DM1 é menos comum, mas a estimativa dos casos aumenta cerca de 3% a 

cada ano. O Brasil foi considerado o terceiro país com o maior número de crianças 

diagnosticadas com DM1, por consequência futuramente haverá aumento de 

mulheres com DM1 em idade reprodutiva que estarão sujeitas a complicações 

diabéticas durante a gravidez (IDF, 2015, ADA, 2015). O DM em mulheres grávidas 

está associado com o risco aumentado de morbidade materna e neonatal 

(VAMBERGUE; FAJARDY, 2011). 

Antes do descobrimento da insulina em meados do século 20, as mulheres 

com DM1 eram contraindicadas a gravidez, pois apresentavam problemas graves de 

saúde (NEGRATO et al., 2010).  Atualmente, com os avanços clínicos disponíveis, o 

número de mulheres grávidas com DM1 é crescente (AIRES; SANTOS 2015). 

Entretanto, as taxas de complicações maternas e fetais continuam altas. Entre as 

complicações mais frequentes para o feto estão malformações congênitas, restrição 

de crescimento intra-uterino, macrossomia e morte fetal. Já as intercorrências 

maternas são: abortamentos espontâneos, hipertensão arterial, pré-eclâmpsia, 

partos prematuros e infecções (GOLBERT; CAMPOS, 2008).  

Por tanto, o diagnóstico e controle da doença deve-se iniciar antes mesmo da 

concepção, tentando manter os níveis glicêmicos próximos do normal na tentativa de 

minimizar os riscos a saúde da mãe e do feto (GOLBERT; CAMPOS, 2008). Com o 

objetivo de entender mais claramente o diagnóstico, patologia e tratamento do 

diabetes, modelos animais têm sido desenvolvidos. Entre os modelos experimentais, 

para DM1 o camundongo diabético não obeso (NOD) é um dos mais estudados 

(ALONSO et. al., 2015; ATKINSON; LEITER, 1999; BUSCHARD et al., 2001; 

LEITER; HERRATH, 2004). 
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2.3 Camundongos diabéticos não obesos (NOD) 

No ano de 1974, no Laboratório de Osaka-Japão, durante um experimento os 

pesquisadores notaram uma fêmea da linhagem CTS (derivada da JLC-1CR) que 

apresentava sinais de poliúria e glicosúria. A reprodução da linhagem desta fêmea 

diabética levou ao surgimento da linhagem de camundongo diabético não obeso 

(NOD). O quadro hiperglicêmico iniciou-se com 90 dias, apresentando valores 

médios da glicemia de jejum de 225 mg/dl no começo da constatação do diabetes, 

aumentando com o avanço da idade (AOKI et al., 2005; PAVIN; ZOLLNER, 1994).  

Essa linhagem é considerada modelo ideal no estudo do DM1 por apresentar 

um genoma bem definido que induz o desenvolvimento espontâneo de um quadro 

fenotípico de DM1 (ATKINSON; LEITER, 1999; BUSCHARD et al., 2001; HOMO-

DELARCHE, 2001; LEITER; HERRATH, 2004). Esses camundongos apresentam 

uma produção de insulina insuficiente, pois as células β pancreáticas sofrem 

destruição autoimune gradativa nas primeiras semanas de vida do animal 

(ALBAGHDADI; KAN, 2012). A destruição autoimune acontece por infiltrado 

leucocitário crônico (insulite) do tipo linfomononuclear, em geral sendo observado 

nas ilhotas pancreáticas de forma semelhante à observada no homem (AOKI et al., 

2005).  

O sistema imunológico é o responsável por essa destruição quando se 

comporta de maneira anormal e ataca as células pancreáticas. No infiltrado 

aparecem linfócitos, macrófagos e algumas células “natural killer”. Os linfócitos 

divididos em linfócitos B e linfócitos T (CD4+ e CD8+) são os principais efetores da 

infiltração. O linfócito T (CD4+) libera citocinas pró-inflamatórias como fator de 

necrose tumoral α (TNF-α), interferon-gama (IFN-γ) e interleucina 2 (IL-2) que 

podem iniciar a resposta autoimune (KIRSTEN; SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010; 

PAVIN; ZOLLNER, 1994).  

O desenvolvimento da doença é diferente entre machos e fêmeas, nos 

machos acontecendo mais tardiamente e a incidência é maior nas fêmeas, o que 

sugere a participação de hormônios sexuais (BALDA; SILVA, 1999).  De acordo com 

Delovitch e Singh (1997) o diabetes atinge primeiramente as fêmeas com incidência 

de 80-90% e nos machos com 10-40%. O surgimento da doença é dependente das 
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condições ambientais, quanto mais livre de patógenos maior incidência do diabetes 

e mais cedo o seu diagnóstico (KIRSTEN; SESTERHEIM; SAITOVITCH, 2010). 

2.4 Desenvolvimento da placenta em camundongos 

O período da implantação em camundongos acontece no 5º dia de gestação 

(dg), quando o blastocisto chega à região uterina e se implanta no endométrio. Em 

roedores, a placenta tem uma forma discoide e é classificada do tipo hemocorial, 

onde células trofoblásticas entram em contado direto com o sangue materno, 

permitindo trocas metabólicas entre eles.  A placenta se desenvolve a partir da 

diferenciação de células derivadas do bastocisto e células maternas 

(ABRAHAMSOHN; ZORN, 1993). Desde modo, células derivadas de ambos formam 

a interface materno-fetal fundamental para o desenvolvimento fetal e o sucesso da 

gestação.  

Durante a implantação, o trofoectoderma aglomerado de células 

indiferenciadas que circunda a camada externa do blastocisto, se diferenciam no 

trofoblasto polar e trofoblasto mural. Na região mural ocorre a diferenciação em 

quatro tipos celulares; células trofoblásticas gigantes, células espongiotrofoblásticas, 

células glicogênicas e sinciciotrofoblasto (Figura 1) (SOARES et al., 2012), que 

contribuem para o processo de formação da placenta por volta no 9º dg.  A massa 

interna no blastocisto dará origem ao embrião e aos folhetos embrionários 

(ectoderma, mesoderma e endoderma) (CROSS; WERB; FISHER, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Células do trofoectoderma e suas linhagens diferenciadas. 
Figura adaptada de Soares et al. 2012. 
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A placenta é constituída por três regiões distintas. A região da decídua, parte 

materna da placenta formada por células deciduais e células “natural killer” uterinas, 

entre outras células que serão importantes na implantação e defesa imunológica do 

embrião. A zona juncional, região localizada na interface materno-fetal formada por 

células trofoblásticas gigantes, células espongiotrofoblásticas e por células 

glicogênicas. Com exceção das células glicogênicas, as outras células dessa região 

sintetizam e secretam hormônios, possuindo função endócrina.  

A região do labirinto composto por vilosidades, com a função de trocas entre o 

espaço sanguíneo materno e embrionário (ROSANT; CROSS, 2001) (Figura 2). O 

labirinto contém os sinusóides maternos e os septos trofoblásticos, os quais são 

compostos de um epitélio trofoblásticos trilaminar e capilar fetal. Os sinusóides 

maternos sem revestimento endotelial preenchidos com sangue se localizam entre 

os septos trofoblásticos. O epitélio trofoblástico, em contato direto com o sangue 

materno, é chamado citotrofoblasto, e mais duas camadas de sinciciotrofoblasto 

circundam o endotélio fetal (Figura 2) (FURUKAWA et al., 2011; SUN et al., 2013). 

 

Figura 2 - Regiões da placenta de camundongos: decídua, zona juncional (área 
representada em azul) delimitada por suas células trofoblásticas gigantes, e região do 
labirinto com os septos trofoblásticos formado pelas três camadas trofoblásticas. Figuras 
adaptadas de Rosant e Cross, 2001 e Sun et al. 2013. 
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A placenta é um órgão vital responsável por suprir todas as necessidades 

fetais. Os nutrientes e oxigênio são transportados para o feto através dela, além de 

desenvolver outras funções importantes para o desenvolvimento gestacional 

(FURUKAWA et al., 2014). É uma estrutura totalmente vascularizada e de circulação 

independentes entre o feto e a mãe. No caso de DM, a hiperglicemia é capaz de 

causar modificações vasculares que alteram os eventos naturais durante a 

implantação e placentação prejudicando o desenvolvimento da placenta até o seu 

termo. As alterações vasculares comprometem a sobrevivência e o crescimento do 

feto (VAMBERGUE; FARJADY, 2011; ZORN et al., 2011).  

2.5  Alterações placentárias ocasionadas pelo diabetes 

A estrutura e função da placenta são alteradas no diabetes, e a severidade 

dessas modificações parece se correlacionar com o grau de controle metabólico 

(BJORK; PERSSON, 1984; SINGER et al., 1984). Em placentas de roedores com 

hiperglicemia, nota-se o espessamento e desorganização das camadas 

trofoblásticas devido ao aumento das células glicogênicas e das células 

trofoblásticas gigantes (FARIAS et al., 2014; GEWOLB et al., 1986; 

PADMANABHAN ; YU et al., 2008).  

O desenvolvimento das artérias espiraladas é limitado e número reduzido de 

células “natural killer” uterinas que desenvolvem funções na produção dos fatores 

angiogênicos. Essas alterações também causam prejuízos na oxigenação e na 

oferta de nutrientes para o feto e elevam as taxas de desenvolvimento fetal anormal 

e morbidade perinatal (BURKE et al., 2007; SEAWARD; BURKE; CROY, 2010). As 

alterações placentárias inibem a angiogênese vilositária através da liberação 

desregulada de fatores angiogênicos, o que contribui significativamente para a 

deficiência das trocas materno-fetais e restrição do crescimento intra-uterino 

(MACINTOSH et al., 2006). 

As células trofoblásticas possuem a capacidade de se diferenciarem em 

vários tipos celulares que facilitam as interações vasculares. O correto 

desenvolvimento da circulação placentária depende da coordenação entre a 

proliferação e diferenciação dessas células (SOARES et al., 2012). Além de 

proliferação e diferenciação celulares, a eliminação de células inviáveis por morte 
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celular programada é necessária para um adequado desenvolvimento placentário 

(SMITH; BAKER; SYMONDS, 1997; STRASZEWSKI-CHAVEZ et al., 2005).   

Estudos relataram aumento da proliferação celular em um estado 

hiperglicêmico no 17º dia de gestação (dg), com intensa marcação do Ki-67 e do 

antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) nas regiões da zona juncional e do 

labirinto em placentas de ratos e camundongos (ACAR et al., 2008; ZORN et 

al.,2011). Esse aumento de proliferação é um indicativo de crescimento 

desregulado, o que pode explicar o fato das placentas diabéticas terem aumento de 

tamanho e peso (ZORN et al., 2011). Em humanos, foi encontrado redução da 

expressão de inibidores do ciclo celular (p27, p57 e Caspase-3) e aumento da 

expressão dos marcadores de proliferação (Ciclina D3, PCNA e Ki-67) nas 

vilosidades das placentas de mulheres com DMG (MAGEE et al., 2014; UNEK et al., 

2014). Entre os marcadores utilizados para avaliação da proliferação celular, a 

Histona-3 é uma proteína fosforilada durante a condensação dos cromossomos e 

progressão no ciclo celular durante a mitose (BARSKI et al., 2007). 

2.6  Angiogênese placentária  

Durante a gestação, mudanças na circulação placentária vão acontecer, a fim 

de permitir o aumento do fluxo sanguíneo para atender as demandas do feto em 

crescimento. Assim, o desenvolvimento e manutenção do sistema vascular 

placentário regulado pela angiogênese, são importantes para garantir o sucesso da 

gestação (BARRIETOS et al., 2009). 

O funcionamento e estabelecimento do sistema vascular para uma oferta 

adequada de nutrientes e oxigênio dependem de dois processos distintos: 

vasculogênese e angiogênese. A vasculogênese consiste na formação de uma rede 

primitiva de vasos; por outro lado, a angiogênese é o processo de formação de 

novos vasos a partir de preexistentes (PIETRO et al., 2010). Esses processos 

desempenham papel essencial durante as alterações uterinas associadas à 

gestação, assegurando que o embrião receberá todo suprimento necessário para o 

seu desenvolvimento e são controlados por fatores pró e anti-angiogênicos e seus 

receptores (BARRIETOS et al., 2009).   

O endométrio, a decídua e a placenta são ricas fontes de fatores 

angiogênicos (FOLKMAN; KLAGSBRUN, 1987) como o fator de crescimento 
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endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de 

crescimento transformante beta (TGF-β), os quais são importantes na regulação da 

formação de vasos placentários e nas adaptações da vascularização endometrial 

durante a gestação (ZYGMUNT et al., 2003).  Esses fatores aumentam a 

permeabilidade dos vasos, estimulam a degradação proteolítica da matriz 

extracelular (lâmina basal e reticular) por proteases específicas (ativadores de 

colagenases e plasminogênio) e causam proliferação e migração das células 

endoteliais (BARRIETOS et al, 2009; REYNOLDS; KILLILEA; REDMER, 1992; 

RISAU, 1997). 

O VEGF é um mitógeno que consiste em um fator de sobrevivência para as 

células endoteliais, agindo diretamente na permeabilidade vascular. A resposta 

celular mediada pelo VEGF ocorre por sua ligação com receptores de tirosina 

quinase (VEGFR), localizados na superfície celular (SZPERA-GOZDZIEWCZ; 

BREBOROWICZ, 2014). Sua família é formada por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 

VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F, fatores 1 e 2  de crescimento placentário (PIGF-1 e 

PIGF-2), seus receptores VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR em humanos e / Flk-1 

nos camundongos), VEGF-R3 (Flt-4) e co-receptores, como a Neuropilina (Npr1 e 

Npr2) (AHMED et al., 2000; ANDRAWEERA et al., 2012).   

Durante a gestação, o VEGF-A e o PIGF são os responsáveis pelo 

desenvolvimento vascular placentário, através de KDR e Flt-1, sendo a hipóxia seu 

potente estimulador. Em humanos, são expressos nas células trofoblásticas, 

trofoblasto extraviloso e endotélio vascular (ANDRAWEERA et al., 2012). Na 

gestação em ratos, o VEGF é expresso no trofoblasto e no embrioblasto e após 

implantação nas células tofoblásticas gigantes (JAKEMAN et al., 1993). Um estudo 

em camundongos observou que alterações genéticas para VEGF, Flt-1 e Flk-1 

ocasionaram morte embrionária (CARMELIET et al., 1996), sugerindo a importância 

deste fator para o desenvolvimento e manutenção da placenta. O déficit de produção 

dessas moléculas pode resultar em vascularização anormal (BARRIETOS et al., 

2009). 

2.7  Papel da endoglina na angiogênese 

A superfamília do TGF-β é formada por proteínas, que incluem os TGF-β1, 

β2, β3, as activinas (A e B), as proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs 1-10). Entre 

os receptores de TGF-β estão os de superfície tipo I (TβR1), os tipo II (TβR2), 

localizados em células endoteliais, musculares lisas e outros tipos celulares e os co-
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receptores de tipo III (TβR3) como o betaglicano e a endoglina (ALVAREZ-MUÑOS 

et al., 2010). Essa classe é expressa em quase todas as células e são responsáveis 

pela regulação de processos celulares, atuando na diferenciação, migração e 

proliferação das células, e em processos fisiológicos como na angiogênese, 

importantes para o desenvolvimento embrionário e estado adulto (GREGORY et al., 

2014).  

Durante a angiogênese tem-se a participação da endoglina como co-receptor 

do fator transformante beta (TGF-β), cuja expressão é aumentada em condições que 

alterem a estrutura vascular, como lesão tecidual e inflamação (PERLINGEIRO, 

2007; SASMITO et al., 2015).   A endoglina é uma glicoproteína hemodimérica 

transmembranar, também conhecida como CD105, que contém um domínio 

extracelular e um domínio extracelular. Há descrito duas formas isoformas de 

CD105, uma transmenbranar e outra solúvel resultante da clivagem do domínio 

extracelular (DUFF et al., 2003). Os principais ligantes da família TGF-β que 

interagem com o CD105, são as proteínas TGF-β1 e TGF-β3, pela interação com os 

receptores TβR1 e/ou TβR2. Portanto, o CD105 pode modular as respostas a 

diversos ligantes de uma maneira dependente dos tipos de ligante, do tipo celular e 

do tipo de receptor (ALVAREZ-MUÑOS et al., 2010). 

Nas células endoteliais, o sistema de transdução de sinal é mediado pelas 

vias de sinalização ALK5 e ALK1, com efeitos opostos sobre a migração e 

proliferação dessas células. Depois que o ligante ativa os receptores, os sinais são 

traduzidos da membrada para o núcleo pela fosforilação de proteínas intracelulares 

(Smads), sendo Smad1, Smad5, e Smad8 na via ALK5, e Smad2 e Smad 3, ALK1 

(Figura 3). A função do CD105 na sinalização BMP ainda é pouco conhecida 

(GREGORY et al., 2014). O CD105 desempenha um papel importante na 

morfogênese vascular. Isso fica evidente em estudo com ratos nocaute para CD105, 

que morreram durante a gestação apresentando alterações no saco vitelino e no 

coração, resultado de prejuízos na angiogênese (DUFF et al., 2003).   

Durante a gestação em camundongos, foi observada alta expressão de 

CD105 nas células endoteliais dos vasos sanguíneos maternos na zona vascular da 

decídua basal e nos vasos fetais do labirinto no 12º dg (KRUSE; HALLMANN, 

BUTCHER, 1999). Essas evidências sugerem a participação desse receptor na 
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intensa angiogênese, necessária na interface materno-fetal durante o 

desenvolvimento da placenta. A placenta humana é uma abundante fonte de CD105. 

Estudos imunohistoquímicos revelaram a expressão desta glicoproteína no 

sinciciotrofoblasto da placenta a termo e durante toda a gestação. Também é 

expressa transitoriamente no trofoblasto extraviloso e nas vilosidades de ancoragem 

(GREGORY et al., 2014).   

Figura 3 - Esquema das vias de sinalização de CD105 com o TGF-β, modulando a 
proliferação das células endoteliais. Figura adaptada de Gregory et al. 2014. 

 

Mulheres com DM1, que desenvolveram posteriormente pré-eclâmpsia, 

apresentaram altos níveis plasmáticos de endoglina solúvel (sEng) no segundo 

trimestre de gestação indicando uma possível atuação nas alterações placentárias 

resultantes do diabetes e pré-eclâmpsia (HOLMES et al., 2013). Essa proteína na 

circulação sanguínea, na sua forma solúvel, possuem efeitos anti-angiogênico, 

inibindo o complexo TGF-β. Esse processo priva a interação desse fator angiogênico 

com as células endoteliais, prejudicando a proliferação dessas células, causando 

disfunções endoteliais. Um dos mecanismos de descontrole vascular, é a inibição do 

complexo de ativação da enzima síntese do óxido nítrico endotelial (eNOS), o que 

provoca menor produção do óxido nítrico (NO) (MEDELA et al., 2010). Portanto, 

aumento desse fator angiogênico na circulação se correlaciona com a gravidade 

dessas patologias. 
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3 OBJETIVOS 

3.1  Objetivo Geral 

Avaliar a influência da hiperglicemia nas alterações placentárias em camundongos 

diabéticos não obesos (NOD).  

3.2  Objetivos específicos 

- Analisar a morfologia das placentas de camundongos Balb-c, NOD 

normoglicêmicos e hiperglicêmicos no 19,5 dg. 

- Avaliar a expressão proteica de CD105, Caspase-3 e Histona-3 nas placentas de 

camundongos NOD normoglicêmicos e hiperglicêmicos e Balb-c no 19,5 dg, por 

meio de reação imunohistoquímica. 

- Avaliar a concentração proteica de CD105, PIGF-2 e VEGF-A no soro e nas 

placentas de camundongos NOD normoglicêmicos e hiperglicêmicos e Balb-c no 

19,5 dg, por meio de ensaio imunoenzimático. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais e protocolo experimental 

Os camundongos diabéticos não obesos (NOD) /Unib foram obtidos do Cemib 

- Unicamp (aprovado CEUAIB- Instituto Butantan, Protocolo no 1239/14) com peso 

médio de 20 ± 2 g. Foram utilizadas 30 fêmeas NOD que foram acompanhadas até o 

período de diagnóstico de diabetes tendo a glicemia sem jejum monitorada uma vez 

por semana no período da manhã. Após diagnóstico de diabetes realizamos a 

separação dos grupos experimentais em hiperglicêmico (grupo NODH, glicemia sem 

jejum ≥ 270,0 mg/dl, 22 ± 2 g, n=6) e normoglicêmico (grupo NODN, glicemia sem 

jejum < 180,0 mg/dl, 25 ± 2 g, n=6)  e 8 machos NOD normoglicêmicos (para 

acasalamento, glicemia sem jejum < 180,0 mg/dl, 30 ± 2 g, n=8). Devido às 

alterações genéticas do grupo NOD, foi necessária a utilização de um grupo de 

camundongo Balb-c normoglicêmico, utilizamos 6 fêmeas (25 ± 2 g) e  4 machos (30 

± 2 g). A padronização e a verificação da glicemia dos grupos foi realizada de acordo 

com Albaghdadi e Kan (2012).  

Os animais foram identificados e acondicionados em gaiolas de polipropileno 

sob condições controladas de temperatura (20 ± 4oC) e umidade (45 – 75%) e ciclo 

de 12 horas de claro/escuro no biotério do Laboratório de Bioquímica do Instituto 

Butantan. Os animais receberam água filtrada e ração comercial em regime ad 

libitum por todo o período experimental. Para o acasalamento, foram acondicionadas 

duas fêmeas e um macho durante o período da noite.   

As fêmeas acasaladas foram alojadas separadamente durante o período 

gestacional. A contagem do período gestacional iniciou-se com 0,5 dia na manhã de 

confirmação do acasalamento, constatado pela presença do “plug” vaginal (Figura 

4), que é um tampão mucoso que fica visível na vulva após o coito. Na manhã da 

confirmação do acasalamento verificamos o peso e a glicemia das fêmeas 

acasaladas. Foram utilizadas placentas do dia 19,5 dias de gestação (dg), período 

importante já que se refere à placenta a termo. 
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Figura 4 - Presença do “plug” vaginal em fêmeas 
Balb-c: (A) fêmea Balb-c sem a presença do 
tampão e (B) tampão presente (seta preta) 
(SANTOS, A. C. V 2015).  

 

4.2  Coleta de placentas murinas e eutanásia dos animais 

No 19,5 dg verificamos o peso e a glicemia das fêmeas prenhas dos grupos 

NODN, NODH e Balb-c, em seguida, foram anestesiadas com injeção via 

intraperitoneal de cloridrato de Xilazina 20 mg/kg (Anasedan - Sespo) e cloridrato de 

Cetamina 80 mg/Kg (Dopalen - Sespo). Foram recolhidas amostras de sangue das 

fêmeas com o auxílio de um capilar do plexo orbital e colocadas em eppendorf seco, 

em seguida, as amostras foram centrifugadas (1800 rpm x 10 min) e o soro foi 

separado e armazenado a -80 °C até à sua utilização. Após as fêmeas serem 

laparotomizadas os cornos uterinos foram removidos para a coleta das placentas, e 

realizamos a contagem e peso dos fetos e das placentas. Logo após a retirada dos 

cornos uterinos, os animais foram eutanasiados por injeção intracardíaca de 120,0 

mg/kg de Nembutal (Tiopental sódico). De acordo com o guia de boas práticas para 

eutanásia do CFMV (2013), a eutanásia dos fetos foi realizada por decapitação 

precedida de anestesia por hipotermia. As amostras de placenta foram fixadas em 

paraformaldeído 4% e o restante foi congelado em nitrogênio líquido e armazenado 

a -80 °C para análises posteriores.  

 

 

A B 
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4.3  Histoprocessamento e análise morfológica 

Para os procedimentos histológicos e imunohistoquímicos, as placentas foram 

fixadas em paraformaldeído a 4% por 24 horas e lavadas em água destilada e 

mantidas em álcool 70% overnight. No dia seguinte, o material foi desidratado por 

uma bateria crescente de etanol, sendo imersos durante 30 min em dois banhos 

pelo etanol 95% e em 4 banhos no etanol 100% durante 60 min e diafanizados em 3 

banhos consecutivos de Xilol durante 30 min cada. Após a desidratação e 

diafanização o material foi embebido em parafina contendo Merk (Histosec) em três 

embebições com parafina pura durante 1 h cada a 60C. Todo o processamento foi 

realizado no processador automático de tecidos (Leica – TP1020). O material foi 

então incluído em formas de alumínio contendo parafina pura, e mantido à 

temperatura ambiente após ser devidamente identificado com o número do material 

processado.  

Cortes de 5 m de espessura foram obtidos em um micrótomo rotativo (Leica 

RM 3245) e coletados em lâminas histológicas. Para a análise morfológica, os cortes 

foram corados com Hematoxilina e Eosina (H.E) e com ácido periódico de Schiff 

(PAS). A digitalização das lâminas foi realizada no equipamento 3D Histech 

Pannoramic MIDI e as imagens capturadas com o programa Pannoramic Viewer. 

4.4  Mensuração das regiões 

A mensuração da zona juncional (ZJ) e do labirinto (L) foi realizada usando o 

programa Imagej 1.50, em uma área de teste que compreende um sistema de 

pontos equidistantes, com um total de 1000 m². Foram analisados dois cortes não 

consecutivos e aleatórios de cada placenta (3 animais por grupo). Dessa forma, o 

número total de pontos da área de interesse foi estimado, permitindo o cálculo da 

razão entre a área total da placenta em relação a área da ZJ ou L, sendo expressa 

como uma porcentagem.  

4.5  Imunohistoquímica 

Para esta análise, cortes de 5 µm foram obtidos em micrótomo  e aderidos à 

lâminas de vidro silanizadas. Para a reação de imunoperoxidase, após 

desparafinização e hidratação dos cortes, realizou-se a recuperação dos antígenos 

em tampão citrato 0,01M pH 6.0 em forno micro-ondas de 450 Watts, por 15 min, 

após esse tempo as lâminas ficaram em repouso por 30 min em temperatura 
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ambiente. A inibição da peroxidase endógena foi realizada com peróxido de 

hidrogênio a 3% em Metanol por 15 min. 

 Para o bloqueio dos sítios inespecíficos, foram realizados dois bloqueios, o 

primeiro utilizado foi uma solução de Pierce (Thermo Fisher Scientific-37572) por 1 

h, o segundo foi com leite desnatado a 10% (diluição em água destilada) por 30 min, 

os dois bloqueios realizados em câmara úmida e temperatura ambiente. Para o 

anticorpo monoclonal realizamos apenas o bloqueio com leite. 

A incubação dos anticorpos primários foi realizada durante uma noite a 4°C 

em câmara úmida (Tabela 1). No dia seguinte, foram acrescentados o anticorpo 

secundário anti-coelho (KPL 074-1506) conjugado com peroxidase, durante 1 h, à 

temperatura ambiente. Na Tabela 1 a descrição das diluições do anticorpo 

secundário para cada anticorpo primário utilizado. Entre cada etapa do processo 

foram realizadas lavagens com tampão TBS (Sigma). A atividade da peroxidase foi 

detectada utilizando-se diamino benzidina (DAB) como cromógeno (Sigma). Os 

cortes foram contrastados com hematoxilina de Mayer (Synth). Nas reações controle 

foi omitido o anticorpo primário. Ao final das reações, as lâminas foram montadas 

com lamínula de vidro e resina sintética (Entellan, Merck).  

Tabela 1 - Anticorpos primários utilizados para reações imunohistoquímicas e suas 
diluições, e as diluições do anticorpo secundário referente a cada anticorpo primário- 
Aracaju-2016. 

Proteína Anticorpo Empresa Diluição do 

primário* 

 Diluição do 

secundário* 

CD105 Anti-CD105, coelho 
policlonal 

Imuny/IM-0572    1:200     1:250 

Caspase-3  Anti-Caspase-3 ativa, 
coelho policlonal  

Imgenex/IMG-
5700 

   1:2000     1:500 

Histona-3 Anti-Histona-3, 
coelho monoclonal  

Abcam/AB-
177218 

   1:200     1:250 

* Diluição em TBS 0,02 M, pH 7.4. 

 

4.5.1 Análise quantitativa dos marcadores 

As lâminas das reações de imunoperoxidase foram digitalizadas no 

equipamento 3D Histech Pannoramic MIDI no setor de Patologia da UNESP. As 

imagens foram capturadas com o programa Pannoramic Viewer em uma escala de 
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barra de 100 m dos cortes submetidos às reações de imunohistoquímica de cada 

animal pertencente aos grupos NODN, NODH e Balb-c foram quantificadas, 

utilizando-se o programa ImageJ (v. 1,45u, NIH).  

Foram geradas 10 imagens da zona juncional e 10 imagens do labirinto de pelo 

menos dois cortes não sequenciais com intervalo de 20-30 m entre eles para cada 

anticorpo analisado de todos os animais dos grupos. Com o auxílio da ferramenta 

colour deconvolution do programa de análises ImageJ, usando o plug-in, a cor 

vermelha (coloração imunohistoquímica positiva) foi isolada em cada imagem. A 

área percentual de cada imagem que apresenta o nível de limiar selecionado de 

coloração foi então quantificada. Os valores foram expressos como a razão entre a 

área da coloração marrom (DAB) positivo e a superfície total do campo de 

referência. Na zona juncional, considerou-se a coloração marrom nas células 

glicogênicas, espongiotrofoblásticas e trofoblásticas gigantes. No labirinto, 

quantificaram-se as células do sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto com reação 

positiva.  

4.6 Ensaio Imunoensimático 

As placentas foram segmentadas em pedaços de 1-2 mm e lavadas com 

solução PBS. Depois o material foi homogeneizado em PBS e foi acrescentada a 

mesma quantidade do tampão de lise celular (R & D Systems/895347). O material foi 

homogeneizado em temperatura ambiente durante 30 min com agitação suave. 

Após este processo, foi filtrado (filtro de 25 mm), dividido em alíquotas e 

armazenado a -80 ° C até à sua utilização.  

As concentrações das proteínas CD105, Fator de Crescimento Placentário 2 

(PIGF-2) e o Fator A de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF-A) foram 

determinadas utilizando um ensaio imunoenzimático com microesferas do tipo 

multiplex (Luminex). Nesta análise, 50 μl das amostras de placenta e soro foram 

analisadas usando um kit disponível comercialmente de Mouse Premixed Mult-

Analyte Kit (R & D Systems, Minneapolis, EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante.  Uma placa com 96 poços foi pré-umedecida com tampão de lavagem. 

Micro-esferas revestidas com anticorpos monoclonais contra os 3 alvos diferentes 

analisados foram adicionadas aos poços.  
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Amostras e padrões foram pipetados nos poços e incubados por 1h em 

temperatura ambiente no agitador a 800 ± 50 rpm. Os poços foram lavados e uma 

mistura de anticorpos biotinilados secundários foi adicionada. Após a incubação por 

1 hora, estreptavidina conjugada com a proteína fluorescente (estreptavidina-PE) foi 

adicionada às microesferas e incubadas por 30 minutos. Após a lavagem para 

remoção dos reagentes não aderidos, foi adicionada aos poços com as microesferas 

(mínimo de 100 por análise) uma solução tampão whash buffer (Luminex®, R & D 

Systems, Minneapolis, EUA) para serem analisadas no analisador de microesferas 

(Luminex). As concentrações de proteína foram analisadas utilizando o MILLIPLEX 

Analyst 5.1 software (Merck Millipore, Billerica, EUA). 

4.7 Análise Estatística 

Os resultados foram tabelados e analisados no programa Graphpad, Version 

5.0. A análise dos dados foi realizada pelas comparações dos grupos com 

distribuição paramétrica utilizando-se o teste t de Student ou a análise de variância 

(ANOVA) seguida do teste de comparação múltipla de Tukey-Kramer. Todos os 

valores obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média, considerado 

como nível crítico para significância de 5% (p < 0,05). 
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5 RESULTADOS 

      5.1 Diagnóstico do diabetes e manutenção das fêmeas NOD  

A ocorrência de hiperglicemia foi diagnosticada inicialmente aos quatro meses 

de vida em algumas fêmeas NOD, com maior incidência após os cinco meses. No 

total, 30 fêmeas foram adquiridas, sendo que 9 tornaram-se diabéticas e formaram o 

grupo NODH, as fêmeas que não desenvolveram o diabetes ficaram no grupo 

NODN. Nas fêmeas diabéticas verificou-se a ocorrência de hiperglicemia severa (≥ 

400 mg/dl) na segunda semana após o diagnóstico e a partir da terceira semana 

observou-se queda do estado geral de saúde com perda de massa muscular, 

poliúria e evidente distensão abdominal, duas fêmeas foram a óbito. O estado clínico 

favoreceu a permanência dessas fêmeas em anestro (período de inatividade 

sexual), o que dificultou a reprodução dos animais.  

      5.2 Avaliação do peso e glicemia materna 

O peso corporal das fêmeas foi menor no 0,5 dia de gestação (dg) entre o 

grupo NOD hiperglicêmico (NODH) com o NOD normoglicêmico (NODN) e o Balb-c 

(Tabela 2). Durante o período gestacional as fêmeas dos grupos ganharam peso de 

forma homogênea.  

Tabela 2 - Peso corporal das fêmeas (g) avaliado no dia 0,5 e 19,5 de gestação (dg) 
dos grupos Balb-c, NODN (normoglicêmico) e NODH (hiperglicêmico). Aracaju-2016. 

 

Dia de Gestação (dg)        Balb-c (n=4)                 NODN (n=4)              NODH (n=3) 

 

0,5 dg                                   27,0 ± 0,7                     27,7 ± 0,9                   23,4 ± 0,6*  

 

19,5 dg                                 41,7 ± 1,2                     40,0 ± 1,2                   36,6 ± 0,3  

  Dados expressos como média ± E.P.M.; teste-t; *p < 0,05. 

 

A glicemia das fêmeas Balb-c e NODN foi diferente no 0,5 dg (93 ± 10,81 vs 

134 ± 16,67 mg/dl, p< 0,001) da mesma maneira não houve diferença significativa 

no 19,5 dg desses grupos (102 ± 9,67 vs 118 ± 6,84 mg/dl, p < 0,001). No entanto, a 
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glicemia do grupo NODH (516 ± 16,67 mg/dl) foi significativamente maior que os 

demais nas duas avaliações (Figura 5).  

 

Figura 5 - Médias glicêmicas avaliadas no 0,5 dg e 19,5 dg das 
fêmeas do grupo Balb-c n=4, NODN (normoglicêmico) n=4 e NODH 
(hiperglicêmico) n=3. Dados expressos como média ± E.P.M.; teste-t; 
**p < 0,001. 

 

5.3  Avaliação do peso fetal e placentário  

O peso fetal do grupo NODH foi menor comparado ao Balb-c (989 ± 68,3 vs 

1290 ± 57,3 mg, p < 0,05) não havendo diferença estatística com relação ao grupo 

NODN, já o peso placentário, foi maior comparado ao grupo Balb-c e NODN (190 ±  

26,1 vs 155 ± 8,3 mg, p < 0,0001; 130 ± 4,1 mg, p < 0,001) (Figura 6). 

 

 

Figura 6 - Médias do peso fetal (mg) (A) e peso placentário (mg) (B) do grupo Balb-c, 
NODN (normoglicêmico) e NODH (hiperglicêmico), no dia 19,5 de gestação. Dados 
expressos como média ± E.P.M.; ANOVA, pós teste de Tukey; *p < 0,05; **p < 0,001 e 
***p < 0,0001; n=8. 
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5.4  Avaliação morfológica  

As placentas dos animais normoglicêmicos dos grupos Balb-c e NODN foram 

observadas com três regiões definidas: a decídua, a zona juncional e o labirinto 

(Figura 7A-B). As placentas dos animais hiperglicêmicos (NODH) observou-se as 

mesmas regiões das placentas dos animais dos grupos Balb-c e NODN. No entanto, 

houve aumento de espessura da zona juncional e redução do labirinto (Figura 7C-D-

E). Notou-se na zona juncional uma organização celular mista com a presença das 

células espongiotrofoblásticas (CEs), células trofoblásticas gigantes (CTGs), e 

células glicogênicas (CGs). As CTGs são células grandes com extensões 

citoplasmáticas e separam a zona juncional da decídua (Figura 7F). As células 

glicogênicas (CGs) possuem núcleos pequenos e citoplasma vacuolado (Figura 7F). 

As CEs podem ser monocluneadas ou binucleadas e nota-se basofilia citoplasmática 

(Figura 7G).  

No grupo NODH, na zona juncional, observou-se CTGs com condensação 

nuclear (Figura 7H) e predominância de CEs com aparente aumento de 

vacuolização citoplasmática e retração celular (Figura 7H). Além disso, foi 

obeservado nas CEs gotículas eosinofílicas citoplasmáticas (Figura 7I) e CGs áreas 

com degeneração cística (Figura 7I). 

A região do labirinto é caracterizada por um arranjo tortuoso de vasos 

maternos (VM) sem revestimento endotelial e vasos fetais com endotélio (E) (VF) 

(Figura 8A-1). O citotrofoblasto (CT) pode ser visualizado pelo grande núcleo 

esférico e nucléolo proeminente enquanto o sinciciotrofoblasto (SC) circunda o 

endotélio dos VF (Figura 8A-2). Na organização do labirinto foi observado as 

mesmas características nos grupos Balb-c e NODN. As nossas observações no 

grupo NODH indicaram uma redução da espessura do labirinto e VM e VF mais 

dilatados, que não foi observado aspecto sinuoso característico e sim um padrão 

mais retilíneo (Figura 8B-1). No grupo NODH Foi observado o citotrofoblasto (CT) 

com núcleo maior e com basofilia citoplasmática mais proeminente. Observou-se 

vacuolização citoplasmática no SC e espessamento dos septos trofoblásticos (ST) 

(Figura 8B-2). 
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Figura 7 - Fotomicrografia das placentas de camundongos no dia 19,5 de gestação dos 
grupos Balb-c (A), NODN (B) e NODH (C) com delimitações da decídua (D), zona juncional 
(ZJ) e labirinto (L). D-E) Gráficos de barras com as médias da espessura da ZJ e L. F) 
Fotomicrografia do grupo Balb-c com ênfase na ZJ com células trofoblásticas gigantes 
(CTGs) (*), células espongiotrofoblásticas (CEs) (cabeça de seta) e células glicogênicas 
(CGs) (seta). G) Fotomicrografia do grupo NODN, ênfase nos detalhes celulares das CEs 
monucleadas (cabeça de seta) e binucleadas (seta), 1- detalhes celulares das CEs, com 
pouca vacuolização citoplasmática (seta). H) Fotomicrografia do grupo NODH com ênfase 
na ZJ, (CTGs) (*) e CEs com mais vacúolos (seta) e com gotículas esinofílicas 
citoplasmáticas, 1- detalhes celulares das CEs, com maior vacuolização citoplasmática 
(seta). I) Fotomicrografia do grupo NODH, com degeneração cística de CGs (traçado 
vermelho) e predominância de CEs com depósito citoplasmático (seta pontilhada). Cortes 
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de Parafina, HE. Barras: 100μm/50μm. Dados expressos como média ± E.P.M.; ANOVA, 
pós teste de Tukey; * p <0,05; ** p <0,001 e *** p <0,0001; n=3. 

 

Figura 8 - Fotomicrografia de placentas de camundongos no dia 19,5 de gestação. A) 
Fotomicrografia do grupo Balb-c da decídua (D), zona juncional (ZJ) e labirinto (L), 1- 
detalhe do labirinto, com vaso materno (VM) (cabeça de seta) e vaso fetal (VF) (seta) e 
endotélio (E) (seta pontilhada), 2- detalhe do citotrofoblasto (CT) (seta), sinciciotrofoblasto 
(SC) (seta pontilhada), e septos trofoblásticos (ST) (*). B) Fotomicrografia do grupo NODH 
com evidente redução da ZJ, 1- detalhe do VM, VF e E com padrão de distribuição mais 
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retilíneo, 2- detalhe do CT apresentando basofilia citoplasmática mais forte, ST com 
espessamento, SC com vacuolização citoplasmática e VM e VF mais dilatados (* 
vermelho). Cortes de Parafina, HE. Barras: 50μm. 

As lâminas coradas com PAS mostraram reação positiva em todos os grupos, 

no entanto o padrão de marcação e localização foi diferente entre os grupos. No 

grupo Balb-c a marcação foi mais intensa na zona juncional e labirinto com 

predominância nas CGs (Figura 9A-B), enquanto no grupo NODN e NODH a 

coloração foi predominante nas CEs nas duas regiões, e no grupo NODH observou-

se marcação mais intensa comparada ao grupo NODN (Figura 9C-D-E-F). 

 

Figura 9 - Fotomicrografia de placentas de camundongos no dia 19,5 de gestação dos 
grupos Balb-c (A, B), NODN (C, D) e NODH (E, F). A) Zona juncional (ZJ) com coloração 
de PAS positiva no citoplasma das células glicogênicas (CGs) (seta) e espaço 
extracelular (seta pontilhada). B) Aglomerados de CGs (seta) no labirinto (L) coradas com 
PAS. C) coloração de PAS positiva no citoplasma das células espongiotrofoblásticas 
(CEs) (seta) e espaço extracelular (seta pontilhada). D) aglomerados de CEs no labirinto 
(L) coradas com PAS. E) Coloração PAS positiva nas CEs (setas) e no espaço 
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extracelular (seta pontilhada). F) aglomerado de CEs coradas com PAS no labirinto. 
Cortes de Parafina, PAS. Barras: 100μm. 

5.5 Avaliação imunohistoquímica 

Na reação imunohistoquímica de CD105 foi observada imunolocalização na 

zona juncional (ZJ) e labirinto (L) nos grupos Balb-c (Figura 10A-11A), NODN 

(Figura 10B-11B) e NODH (Figura 10C-11C). No grupo Balb-c, observaram-se as 

células espongiotrofoblásticas (CEs) e células glicogênicas (CGs) da ZJ 

expressando essa proteína no citoplasma (Figura 10A) com marcação mais fraca 

nos grupos NODN e NODH (Figura 10B-C). No entanto, na análise quantitativa não 

houve diferença significativa quanto à intensidade da marcação entre os grupos 

(Figura 10D). No labirinto houve marcação no citotrofoblasto (CT) e 

sinciciotrofoblasto (SC) (Figura 11A-B-C), com diferença estatística entre os grupos. 

No grupo Balb-c observou-se maior marcação em relação ao NODN (847 ± 65,4; 

500 ± 2,6 m², p < 0,01) e ao NODH (206 ± 62,7 m², p < 0,0001). O grupo NODH a 

expressão foi menor que o NODN (p < 0,05) (Figura 11D).     

 

Figura 10 - Imunolocalização de CD105 na zona juncional (ZJ) de placentas dos grupos 
Balb-c (A), NODN (B) e NODH (C) no 19,5 dg. Notar que a marcação (coloração marrom) 
predomina nas células espongiotrofoblásticas (CEs) (seta) e células glicogênicas (CGs) 
(seta pontilhada). Cortes de Parafina. Barras: 50μm. D) Quantificação da imunomarcação de 
CD105 na ZJ. Dados expressos como média ± E.P.M.; teste-t; n=3. 
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Figura 11 - Imunolocalização de CD105 no labirinto (L) de placentas dos grupos Balb-c (A), 
NODN (B) e NODH (C) no 19,5 dg. Marcação presente no citotrofoblasto (CT) (cabeça de 
seta) e sinciciotrofoblasto (SC) (seta). Cortes de Parafina. Barras: 50μm. D) Quantificação 
da imunomarcação de CD105 no L. Dados expressos como média ± E.P.M.; teste-t;*p < 
0,05; **p < 0,001 e ***p < 0,0001; n=3. 

 

Com relação à expressão proteica de Caspase-3 na ZJ, observou-se 

marcação no citoplasma das CGs em todos os grupos (Figura 12A-B-C). 

Quantificando a intensidade da marcação na ZJ observou-se diminuição na 

expressão de Caspase-3 no grupo NODH (663 ± 107 m²) em relação ao NODN 

(1239 ± 55,4 m²) p < 0,001 e ao Balb-c (1848 ± 74,3 m²) p < 0,0001 (Figura 12D). 

No L observou-se marcação no citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto em todos os 

grupos (Figura 13A-B-C). Na quantificação não houve diferença significativa entre 

os grupos (Figura 13D).  
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Figura 12 - Imunolocalização de Caspase-3 na zona juncional (ZJ) de placentas de Balb-c 
(A), NODN (B) e NODH (C) no 19,5 dg. Notar a marcação (coloração marrom) nas CGs 
(seta). Cortes de Parafina. Barras: 50μm. D) Quantificação da imunomarcação na ZJ. Dados 
expressos como média ± E.P.M.; **p < 0,001 e ***p < 0,0001; n=3. 

 

Figura 13 – Imunolocalização de Caspase-3 no labirinto (L) de placentas de Balb-c (A), 
NODN (B) e NODH (C) no 19,5 dg. Marcação presente no CT (cabeça de seta) e 
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sinciciotrofoblasto (SC) (seta pontilhada). Cortes de Parafina. Barras: 50μm. D) 
Quantificação da imunomarcação de Caspase-3 no L. Dados expressos como média ± 
E.P.M.; teste-t; n=3. 

 

A marcação para Histona-3 estava presente na ZJ e L em todos os grupos. 

Na ZJ o padrão de marcação foi semelhante entre os grupos, marcando citoplasma 

nas CEs e núcleo e citoplasma das CGs (Figura 14A-B-C). Após a quantificação da 

marcação na ZJ foi observado aumento da expressão desse marcador no grupo 

NODH (259,7 ± 16,6 m²) em relação aos grupos Balb-c (154,8 ± 30 m²) e NODN 

(154,8 ± 16,6 m²) p < 0,05 (Figura 14D). No labirinto houve marcação no CT e SC 

em todos os grupos (Figura 15A-B-C).  A expressão foi maior no grupo Balb-c (653 

± 96 m²) em relação aos grupos NODH (261,5 ± 14,5 m²) p < 0,001 e NODN (322 

± 15,7 m²) p < 0,05 (Figura 15D). 

 

Figura 14 - Imunolocalização de Histona-3 na zona juncional (ZJ) de placentas de Balb-c 
(A), NODN (B) e NODH (C) no 19,5 dg. Notar que a marcação (coloração marrom) 
predomina nas CGs (seta) e CEs (seta pontilhada). Cortes de Parafina. Barras: 50μm. D) 
Quantificação da imunomarcação de Histona-3 na ZJ. Dados expressos como média ± 
E.P.M.; teste-t; *p < 0,05; n=3. 
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Figura 15 – Imunolocalização de Histona-3 no labirinto (L) de placentas de Balb-c (A), 
NODN (B) e NODH (C). Marcação presente no CT (cabeça de seta), e SC em todos os 
grupos (seta pontilhada). Cortes de Parafina. Barras: 50μm. D) Quantificação da 
imunomarcação de Histona-3 no L. Dados expressos como média ± E.P.M.; teste-t; *p < 
0,05 e ** p < 0,001; n=3. 

 

5.6  Avaliação imunoenzimática 

Houve aumento na concentração de CD105 no grupo NODH no soro (5,28 ± 

0,36 pg/ml, p <0,05) com relação ao grupo NODN (3,02 ± 0,47 pg/ml, p <0,05) 

(Figura 16). Na placenta o grupo NODH a concentração de CD105 foi maior (69,72 

± 0,48 pg/ml, p <0,001) em relação ao grupo NODN (56,48 ± 4,5, pg/ml, p <0,05) e 

Balb-c (50,29 ± 2,4 pg/ml, p <0,001) (Figura 17). A concentração PIGF-2 aumentou 

em NODH (2,92 ± 0,07, pg/ml, p <0,001) em comparação com o grupo Balb-c (1,86 

± 0,11 pg/ml, p <0,001) e NODN (2,45 ± 0,16 pg/ml, p <0,05) (Figura 17), no soro 

não houve diferença entre os grupos. As concentrações de VEGF-A no soro e na 

placenta foram semelhantes entre os grupos. 
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Figura 16 – Concentração das proteínas CD105, PIGF-2 e VEGF-A no 
soro de Balb-c, NODN e NODH no 19,5 dg. Dados expressos como 
média ± E.P.M.; ANOVA, pós teste de Tukey; *p < 0,05; n=3. 

 

 

Figura 17 – Concentração das proteínas CD105, PIGF-2 e VEGF-A nas 
placentas de Balb-c, NODN e NODH no 19,5 dg. Dados expressos como 
média ± E.P.M.; ANOVA, pós teste de Tukey; *p < 0,05 e **p < 0,001; 

n=3. 

 



47 
 

6 DISCUSSÃO 

 

Durante a gestação o desenvolvimento do tecido placentário é de 

fundamental importância na manutenção do feto e sua integridade depende do 

equilíbrio dos eventos de proliferação, diferenciação e morte celular (RUDGE et al., 

2012). Da mesma maneira, o fluxo sanguíneo na placenta precisa ser adequado 

para garantir um fornecimento de nutrientes e substratos ao feto, contribuindo para o 

seu crescimento e desenvolvimento (FURUKAWA et al., 2014). Sendo assim, o 

objetivo do nosso trabalho foi avaliar as alterações placentárias em camundongos na 

condição de diabetes mellitus tipo 1 (DM1). 

Neste estudo foram utilizadas fêmeas prenhas de camundongos diabéticos 

não obesos (NOD), distribuídas em um grupo normoglicêmico e outro hiperglicêmico 

e fêmeas prenhas Balb-c. As fêmeas diabéticas foram diagnosticadas com 120 dias, 

com a ocorrência de hiperglicemia severa (≥ 500 mg/dl) e esse estado 

hiperglicêmico permaneceu durante todo o período gestacional. Além das alterações 

de glicose no sangue, as fêmeas apresentaram queda no estado geral de saúde, 

como perda da massa muscular, poliúria e distensão abdominal, um quadro de 

diabetes mellitus tipo 1 (DM1) evidente, com características semelhantes ao modelo 

preconizado por Pavin e Zollner (1994). 

A hiperglicemia durante a gestação tem sido associada a alterações no peso 

do feto e da placenta (VAMBERGUE; FAJARDY, 2011; YU et al., 2008). Nossos 

resultados sobre o peso fetal comprovam que a hiperglicemia comprometeu o 

desenvolvimento fetal, reduzindo significativamente o peso. Por outro lado, o peso 

placentário foi maior no grupo NODH. Esses resultados foram concordantes com os 

encontrados por Burke et al. (2007), em camundongos NOD hiperglicêmicos 

(glicemia ≥270mg/dl) e foram semelhantes a modelos de diabetes induzida por 

estreptozotocina em ratas em relação aos pesos fetais e placentários (glicemia ≥ 

400mg/dl, Gewolb et al., 1983; ≥ 200mg/dl, Acar et al., 2008) ou por aloxana em 

relação ao peso placentário (glicemia ≥ 200mg/dl, Zorn et al., 2011) ou peso fetal 

(glicemia ≥300mg/dl, Farias et al., 2014). A gestação em ratas diabéticas induzidas 

por estreptozotocina ou aloxana é caracterizada por aumento do peso e/ou tamanho 

placentário em graus variáveis de restrição do crescimento fetal (CIRKEL et al., 
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1986; ROBINSON et al., 1988) dependendo da severidade do diabetes (AERTS, 

1990). 

Em camundongos diabéticos, induzidos com estreptozotocina, ocorre redução 

do peso fetal e fenótipo placentário comparável àquele observado em ratas, apesar 

de ser menos severo (glicemia ≥ 300mg/dl). Isso parece estar relacionado a 

diferenças na invasão trofoblástica e remodelação vascular durante a formação da 

placenta (YU et al., 2008).   

O peso e tamanho aumentados da placenta, conhecido como 

placentomegalia, tem sido associados com as alterações na histologia da placenta 

diabética (ZORN, et al., 2011). Em nosso modelo de diabetes, foi possível observar 

aumento de espessura da zona juncional e a presença de condensação e retração 

nuclear nas células trofoblásticas gigantes (CTGs) e células espongiotrofoblásticas 

(CEs), além de maior vacuolização citoplasmática. Em placentas de ratos, o 

tamanho dessa região esta relacionado com o aumento de células glicogênicas 

(CGs) e aumento da atividade proliferativa das células trofoblásticas, provavelmente 

para compensar a baixa eficiência placentária (GÜL et al., 2015; SOARES et al., 

2012). 

Adicionalmente, muitas CEs apresentavam gotículas eosinofílicas 

citoplasmáticas e as células glicogênicas (CGs) apresentavam áreas com 

degeneração cística. O acúmulo de vacúolos intracitoplasmáticos nas células 

trofoblásticas são características de células com hiperplasia decorrentes de 

alterações no transporte celular, que comprometem as atividades endócrinas, 

metabólicas e nutricionais da placenta (WAKISAKA et al, 2008). A degeneração 

cística das CGs é um processo natural no final da gestação quando ocorre a 

regressão dessas células, no entanto, também pode explicar o menor peso dos fetos 

no grupo NODH, pois essa alteração morfológica contribui para o espessamento 

dessa região limitando o aporte de sangue para o labirinto (FURUKAWA et al., 2014; 

YU et al., 2008). 

Através da reação de histoquímica com ácido periódico de Shiff (PAS), 

verificou-se que as CGs e CEs foram mais positivas ao PAS. O acúmulo de 

glicogênio nas CEs presente no grupo NOD foi diferente em relação ao grupo Balb-

c, sendo que no grupo diabético foi predominante. O aumento do depósito de 
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glicogênio é uma característica da placenta diabética, e provavelmente se deve aos 

elevados níveis de glicose na circulação materna (GÜL et al., 2015). A função 

biológica das CGs ainda é pouco compreendida, mas parece se relacionar com o 

metabolismo de glicogênio, funcionando como um importante depósito de energia 

acessível à célula (FURUKAWA et al., 2014). No entanto, o acúmulo de glicogênio 

na zona juncional, pode interromper a difusão do sangue materno até o labirinto e 

prejudicar o fornecimento de nutrientes ao feto (GÜL et al., 2015).  

Uma das principais funções da zona juncional é atuar como compartimento 

glandular endócrino da placenta armazenando e produzindo hormônios e fatores de 

crescimento essenciais para a gestação (GÜL et al., 2015), as alterações 

morfológicas observadas nessa região podem ser decorrentes de distúrbios 

metabólicos provocados pela hiperglicemia materna (VAMBERGUE; FAJARDY, 

2011; YU et al., 2008). 

As nossas observações no labirinto indicaram redução da espessura do 

labirinto, modificação na organização e disposição dos vasos sanguíneos e 

vacuolização e espessamento dos septos trofoblásticos no grupo NODH. No 

labirinto, as camadas de sinciciotrofoblasto e as células individualizadas do 

citotrofoblasto formam a principal área de comunicação materno-fetal (SOARES et 

al., 2012). Alterações morfológicas e moleculares nessas células e modificação na 

organização dos vasos sanguíneos maternos e fetais podem reduzir a área de 

contato entre o sangue materno e os septos trofoblásticos, e consequentemente 

prejudicar a área de trocas na barreira placentária (FURUKAWA et al., 2011). A 

redução da perfusão sanguínea na interface materna-fetal causa hipóxia fetal o que 

contribui para a restrição do crescimento do feto (GÜL et al., 2015). 

A formação de nossos vasos a partir de preexistentes (angiogênese) é um 

mecanismo fundamental para garantir um fluxo de sangue adequado para a 

placenta, e com isso, fornecer os substratos que dão suporte ao crescimento e 

desenvolvimento fetal (PIETRO, et al., 2010). O fator 2 de crescimento da placenta 

(PIGF-2), o Fator A de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF-A) e o CD105 são 

mediadores importantes na angiogênese (ANDRAWEERA et al., 2012; GREGORY 

et al. 2014). O CD105, é uma glicoproteína acessória que atua como co-receptor 

para o fator de crescimento transformante beta (TGF-β), via de sinalização 
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responsável pela regulação de processos celulares, como diferenciação, migração e 

proliferação das células, que levam a formação de vasos sanguíneos (GREGORY et 

al., 2014).  

Durante a gestação em camundongos, foi observada alta expressão de 

CD105 nas células endoteliais dos vasos sanguíneos maternos na zona vascular da 

decídua basal e nos vasos fetais do labirinto no 12º dg (KRUSE; HALLMANN, 

BUTCHER, 1999). Os dados do presente estudo mostraram baixa expressão de 

CD105 no labirinto no grupo NODH com relação aos grupos que não sofriam de 

distúrbios hiperglicêmicos. Essas evidências sugerem a participação de CD105 na 

intensa angiogênese e remodelação vascular que ocorre no labirinto durante a 

gestação. Da mesma forma, a baixa expressão de CD105 pode estar relacionada às 

alterações na organização e disposição dos vasos sanguíneos observadas nos 

animais do grupo NODH. A concentração dessa proteína na sua forma solúvel foi 

alta no soro e na placenta total, sendo diferente na análise da expressão in situ onde 

foi observado redução de CD105. 

O CD105 é uma glicoproteína transmembranar predominantemente expressa 

em células endoteliais em proliferação. É um co-receptor para o TGF-β1 e TGF-β3 

(CHEIFETZ et al., 1992). Propõe-se que em gestação com pré-eclâmpsia essa 

proteína na circulação sanguínea, possuem efeitos anti-angiogênico, pois inibe a 

sinalização de TGF-β e resulta em disfunção endotelial (VENKATESHA et al., 2006). 

No entanto, a ação parácrina desta proteína na placenta e função é desconhecida 

em pré-eclâmpsia (GREGORY et al., 2014). Da mesma forma, a sua ação sobre a 

proliferação endotelial e vasodilatação será provavelmente, dependente da 

disponibilidade do ligante e deve ser investigada na disfunção da placenta durante o 

diabetes. 

Nossos resultados mostraram aumento da concentração PIGF-2 na placenta 

do grupo NODH, enquanto que as concentrações séricas e placentárias de VEGF 

não foram diferentes entre os grupos. Na verdade, a expressão elevada de PIGF em 

ratos (células do estroma e células trofoblásticas) no final da gravidez, e sua ação 

estimulante na proliferação das células trofoblásticas extravilosas no primeiro 

trimestre em humanos, sugerem que o PIGF pode contribuir para uma placentação 

bem sucedida regulando a apoptose durante a gestação normal (ATHANASSIADES; 
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LAKA, 1998; CHOI et al., 2005). Os fatores angiogênicos circulantes podem 

desempenhar um importante papel no desenvolvimento da pré-eclâmpsia (MUNDIM 

et al., 2015). O aumento na circulação sFlt-1 sequestra o VEGF e PIGF livres 

impendido que os mesmos cheguem ao seu receptor, ocasionando à disfunção do 

endotélio (MASUYAMA et al., 2007). Na população em geral, aumento dos níveis 

séricos de sFlt-1 e baixos níveis de VEGF e PIGF sugerem desequilíbrio entre os 

fatores pro e anti-angiogênicos e prever pré-eclâmpsia antes do desenvolvimento da 

doença (CELIK et al., 2013). No estudo envolvendo gestantes diabéticas, também foi 

observado aumento de sFlt-1 e redução de PIGF, essas alterações aumentavam a 

probabilidade dessas mulheres de desenvolverem pré-eclâmpsia (POWERS et al., 

2010). A expressão do VEGF na placenta de rato no final da gestação desempenha 

um papel importante no crescimento e na função fisiológica do sistema vascular 

(CHOI et al., 2005).  

O desenvolvimento placentário depende do equilíbrio entre os eventos de 

proliferação e diferenciação das células trofoblásticas (SOARES et al., 2012, 

FARIAS et al., 2014). Em ratas, o diabetes aumenta a proliferação celular de células 

espongiotrofoblásticas e células trofoblásticas gigantes da zona juncional e labirinto 

no 17º dg, o que pode explicar a placentomegalia observada no 20º dg (ZORN et al., 

2011). 

Verificamos aumento na marcação para Histona-3 na zona juncional 

indicando intensa proliferação celular nessa região. Os nossos resultados são 

concordantes com os encontrados por Acar et al. (2008) que evidenciaram um 

aumento de marcação positiva para PCNA e Ki67 em placentas de animais 

diabéticos a partir do 17º dg. No labirinto, a expressão de H3 foi menor no grupo 

NODH em relação aos outros grupos, sugerindo menor sensibilidade das células 

dessa região ao estímulo hiperglicêmico em relação às células da zona juncional 

como já relatado por outros autores (GIACHINI et al., 2008; YU at al., 2008).  

Adicionalmente, uma menor expressão de p57 (inibidor do ciclo celular) em 

placentas de ratas diabéticas no final da gestação (ACAR; KORGUN; USTUNEL, 

2012) pode contribuir para o aumento da atividade proliferativa na condição de 

hiperglicemia. Em humanos, resultados semelhantes já foram relatados com a 

redução da expressão de p27 e p57 e aumento da expressão de ciclina D3, PCNA e 

Ki67 nas vilosidades placentárias de mulheres diabéticas (UNEK et al., 2014). Esses 
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dados sugerem que os inibidores do ciclo celular sofrem alterações durante estados 

de hiperglicemia o que pode resultar em divisão celular descontrolada. 

Além de proliferação e diferenciação celulares, a eliminação de células 

inviáveis por morte celular programada é necessária para um adequado 

desenvolvimento placentário (SMITH et al., 1997; STRASZEWSKI-CHAVEZ et al., 

2005). Observamos, na zona juncional, algumas células trofoblásticas gigantes com 

condensação da cromatina e células espongiotrofoblásticas com retração 

citoplasmática nas placentas do grupo NODH. 

 Este aspecto microscópico é característico de células com perda de 

viabilidade e em morte (MEIER et al., 2000). No entanto, verificamos baixa 

expressão de Caspase-3 (proteína efetora de apoptose) na zona juncional no grupo 

NODH em relação aos grupos Balb-c e NODN, enquanto que no labirinto a 

expressão não foi diferente entre os grupos.  

Esses achados são diferentes dos encontrados por Bobadilla et al. (2010) e 

Gül et al. (2015) que relataram alta expressão de Caspase-3 nas placentas de ratas 

e camundongos diabéticos, sem distinguir entre as regiões do labirinto e zona 

juncional. Essas discrepâncias nos resultados podem estar relacionadas à 

metodologia de quantificação da marcação imunohistoquímica e à avaliação 

conjunta da placenta, sem considerar as diferenças de expressões entre as regiões 

da zona juncional e labirinto. 

Utilizando método de TÚNEL, Rudge et al. (2012) encontraram redução do 

número de células em apoptose nas placentas de 18 e 21 dias de gestação em ratas 

diabéticas. Da mesma forma, em placentas humanas também já foi verificado 

redução do índice apoptótico em placentas de pacientes com diabetes mellitus 

gestacional (DMG) (MAGEE et al., 2014; BELKACEMI et al., 2013) e DM1. 

Interessantemente, Belkacemi et al. (2013) também verificaram redução do número 

de células marcadas para Caspase-3 em placentas de mulheres com DMG. O 

aumento do peso placentário em pacientes com DMG tem sido associado com 

alterações de vias de apoptose e inflamação (MAGEE et al., 2014).  

O aumento da marcação para Histona 3 e a diminuição da marcação para 

Caspase 3 nas células da zona juncional reforçam os achados histológicos de 
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aumento de espessura nessa região nas placentas dos animais do grupo NODH o 

que contribuiu para o aumento do peso placentário semelhante ao encontrado em 

pacientes com DMG (BELKACEMI, et al., 2013; MAGEE, et al., 2014) e DM1 

(NELSON, et al., 2009).  

Em conjunto com as alterações celulares observadas na placenta, a 

modificação da expressão dos fatores angiogênicos, pode estar relacionada com a 

disfunção placentária observada no grupo NODH o que consequentemente prejudica 

o desenvolvimento fetal nesse modelo de diabetes. 

7 CONCLUSÕES 

 

Os camundongos diabéticos não obesos (NOD) do grupo hiperglicêmico (NODH) 

apresentaram hiperglicemia severa a partir de 120 dias de idade e desenvolveram 

um quadro de diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Podemos concluir que a hiperglicemia 

comprometeu o desenvolvimento placentário e fetal. Além disso, provocou 

desequilíbrio nos reguladores do ciclo celular e nos fatores angiogênicos o que 

alterou a estrutura e funcionalidade da placenta. Desta forma, podemos afirmar que 

esse modelo animal é útil para compreender os impactos do DM1 na saúde materna 

e fetal.  
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