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RESUMO

Durante a gestagdo normal em primatas e em roedores observa-se o acumulo de
linfocitos natural killer no ambiente uterino (UNK). A fungbes comprovadas das células
uNK estao relaciondas com o reconhecimento das células trofoblasticas alogénicas e
producgdo de citocinas imunomoduladoras do ambiente uterino que garantem o sucesso
da gestagcdo. Além da producao de citocinas envolvidas na homeostase do ambiente
uterino, as uNK produzem e estocam nos seus granulos moléculas citotoxicas como a
perforina e granzimas. Estas moléculas estdo envolvidas na resposta imune inata das
células NK, com potencial de promover a lise de células alvo. Porém, se ocorre a ativagao
desta atividade citolitica, ou mesmo se as uNK promovem a secrecdo deste arsenal de
moléculas citoliticas no ambiente uterino em gestagcdo normal, ou em casos de
interrup¢do da gestacdo, nao sdo conhecidas. Os conhecimentos nesta area nio
avangam pelas limitagbes éticas de estudar experimentalmente o ambiente uterino em
gestantes humanos e a falta de modelos experimentais estabelecidos em animais
laboratoriais. No presente trabalho, propos-se utilizar o modelo experimental de inducéo
de lesGes embrionarias para provocar o desequilibrio do ambiente uterino e avaliar as
alteracbes nas celulas uNK. Para tanto, foram utilizados camundongos prenhes no 9° dia
de gestacdo que foram submetidas a procedimentos cirtrgicos de lesdo do embrido.
Amostras uterinas dos sitios de desenvolvimento embrionarios de animais de gestacao
normal, dos animais com embriées lesionados nos intervalos de 10, 30 e 60 minutos pos-
lesdo, e dos animais manipulados cirurgicamente sem a lesdo embrionaria foram
coletados e processados para avaliacbes através de métodos citoquimicos e
imunocitoquimicos em microscopia de luz e eletronica de transmissao. Os sitios uterinos
de embribes lesionados apresentaram reagao hiperémica na regidao mesometrial ja aos 10
minutos pés-lesdo, que se acentuava nos periodos mais longos de pos-lesdo. As células
uNK presentes nesta regiao apresentaram alteracdo na reatividade pela citoquimica de
lectina DBA e immunocitoquimica com a anti-perforina, sendo evidente a gradual reducao
na intensidade das reagdes no decurso do tempo pés-lesao. Na analise ultra-estrutural
verificou-se a desestruturacao dos granulos lisossomo-secretores, sendo notéria a perda
do conteudo do compartimento secretor evidenciada pela reagdo com o azul-cuprolinico.
O compartimento lisossomal do granulo embora sofra também uma desestruturacéo

pronunciada, mantém a reatividade para anti-catepsina D, sugerindo a preservacdo de
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parte da sua funcionalidade. A perda do conteldo do compartimento secretor,
notadamente a perforina e os proteoglicanos no periodo de 10 minutos pés-leséo, sugere
a degranulacdo das uNK e portanto a ativacdo da atividade citotéxica destas células,
numa resposta aguda frente ao desequilibrio do ambiente uterino afetado pela lesdo
embrionaria. Porém, nao foi constatado qualquer indicio morfolégico da ocorréncia da

degranulacdo através do mecanismo exocitose-simile ou ainda, o efeito da acao citolitica

sobre as células circunjacentes as uNK ativadas.
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ABSTRACT

In the uterine environment during normal pregnancy of primates and rodents is seen the
accumulation of natural killer lymphocites (UNK). The confirmed functions of uNK cells are
related to recognition of allogeneic trophoblast cells and production of immunomodulating
cytokines of uterine environment that assure the successful pregnancy. Besides the
production of cytokines related to homeostasis of uterine environment, the uNK produce
and store citotoxic molecules of perforin and granzymes in their granules. These
molecules are involved in the innate immune response of NK cells with potential to
promote lysis of target cells. However, whether the lytic activity is triggered or even the
uNK promotes the secretion of these sets of cytolitic molecules into the uterus of normal
pregnancy or in the miscarriages are not known. The advances of knowledge in this field
are slow down due to ethical limitation of experimental studies with human pregnant uterus
and lack of well established experimental models in laboratory animal. In the present work
it was proposed to use the experimental model of induction of embryo lesions to promote
the unbalance of uterine environment and evaluated the changes in uNK cells. Pregnant
mice on 9° gestational day were submitted to surgical procedure of embryo lesion and
uterine samples from these embryo lesioned sites were collected after 10, 30 and 60
minutes, as did the normal pregnant and sham operated animals. The samples were
processed for cytochemical and immunocytochemical evaluations in light and transmission
electron microscopy. The embryo lesioned uterine sites showed hyperemic reaction in the
mesometrial region as soon as 10 min after lesion which increased as increased the time
lapse after lesion. The uNK cells found in these regions showed reactivity changes with
DBA lectin cytochemistry and with anti-perforin immunocytochemistry, being noticed the
gradual reduction on reaction intensities on course of time after lesion. In the
ultrastructural analysis were seen the disruptions of secretory-lysosomes granules with
notorious lost of secretory compartment contents as were evidenced by cuprolinic blue
cytochemical reaction. In spite of structural organization of lysosome compartment of the
granules was also affected it was maintained the anti-cathepsin D positive reaction which
suggest the preservation of part of its functionality. The secretory compartment contents
lost, notably the perforin and proteoglycans at 10 min after embryo lesion suggest
degranulations of uNK and therefore an acute response of these cells by activation of

citotoxic activity, under effects of unbalance of uterine environment affected by embryo
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lesion. However, it was not detected any morphological evidence of degranulation by
exocytosis-like mechanism or even, the cytolitic effect on neighbor cells around the

activated uNK cells.
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1. INTRODUCAO

A gestacao € uma condigao fisiolégica com mudangas imunolégicas e enddocrinas
envolvidas na aceitagdo do feto (Hatthachote et al, 1999; Lin et al, 2000), onde a
tolerancia materna ao feto poderia ser o resultado da interacédo entre as diferentes células
presentes na interface materno-fetal do ambiente uterino. As evidéncias apontam também
para uma rede de mediadores quimicos produzidos por células leucocitarias presentes no
endométrio como sendo elemento central na imunomodulagao (Saito et al., 2003; Lin et al.,
2000; Zenclussen et al, 2005). Neste ambiente pode-se observar a presenca
predominante (70-80%) de uma populagdo linfocitdria natural killer (NK) CD3
/CD56"""*/CD'® com baixa atividade citotéxica (Vassiliadou & Bumer, 1998; Slukvin et al.,
1996), de macréfagos/células dendriticas (20%) e raros linfécitos T (Vassiliadou & Bumer,
1998; Slukvin et al., 1996).

As células natural killer (NK) representam uma importante via de defesa imune
contra células infectadas, tumores e transplantes alogénicos, sendo a populagado celular
efetora na acéo citolitica destas células alvo (Baranov et al., 2000; Abbas et al., 2000;).
As células NK interagem com outras células através de receptores de membrana,
classificados como ativadores ou como inibidores, dependendo se a atividade litica &
disparada ou nao apos a ligagcao ao receptor. O principal receptor que modula a atividade
das células NK em camundongos seria a familia de genes LY 49, existente tanto em NK
circulantes do sangue periférico, quanto em NK uterinas (Croy et al., 2003). Além da
capacidade citolitica, as células NK participam da resposta imune inata produzindo
citocinas, principalmente IFN-y, podendo ter uma ou ambas as capacidades (Trinchieri,
1989; Kurago et al., 1998;Croy et al., 2003) no papel efetor da resposta imune inata.

1.1 Células Natural Killer uterinas (uNK)

As células NK do ambiente uterino gestante tém sido caracterizadas como uma
subclasse dos linfocitos NK, denominados de NK uterinas (uNK) (Guimond et a/., 1999;
King et al., 2000; Moffet-King, 2002). As uNK diferem das demais células NK do sangue
circulante (cNK) quanto a composicao das citocinas secretadas e quanto a resposta frente
ao estimulo por citocinas. Através de analise por microarray (Koopam et al, 2003),

comparando a expressao de genes entre a populacao de células uNK humanas



(CD56°"") com as duas populagdes de NK periféricas (CD56°" e CD56%™), mostraram
diferencas significativas, incluindo expressdo seletiva de CD9, galectin-1 e glycodelin
pelas células uNK e nao pelas cNK. Em camundongos, ndo ha ainda marcadores
especificos que distinguam as uNK das cNK, porém, Paffaro Jr e colaboradores (2003)
demonstraram que a lectina DBA (Dolichos biflorus aglutinina) reage seletivamente com
glicoconjugados expressos na superficie celular das UNK que n&o sdo compartilhados
com cNK ou outros leucécitos.

Em roedores, este acumulo ocorre na regidao mesometrial do Utero gestante,
iniciando concomitantemente a implantacdo embrionaria e gradualmente ocupando a
maior extensao tanto do estroma endometrial quanto o miométrio desta regiao (Croy et al.
1985; Croy & Kiso, 1993; Zheng, 1991; Guimond et al., 1998; Croy, 2003; Paffaro Jr ef al.,
2003).

O acumulo de células uNK deve-se ao recrutamento de células precursoras (pré-

uNK) provenientes do bago e de linfonodos, que provavelmente podem chegar ao Utero
em diferentes estagios de diferenciagao/maturagao (Chantakru ef al., 2002). O estagio de
maturacao com que as pre-uNK migram para o ambiente uterino € ainda controverso,
uma vez que, Paffaro Jr e colaboradores (2003) sugerem o processo de proliferacéo e
diferenciacado das formas precursoaras das uNK sob a influéncia do ambiente uterino
exclusivamente gestante. Esse recrutamento seletivo de células uNK no utero envolve o
controle de moléculas de adesao tanto sobre o deslocamento destas células quanto sobre
sua ligacao ao endotélio da decidua basal (Chantakru et al, 2002). Ha também
evidéncias da regulacao hormonal das células cNK durante a gestagao, com reducgao da
ativacao da sua citotoxicidade provocada pela progesterona (Dosiou & Giudice, 2005).

Em camundongos, as uNK comegam a aparecer no ambiente uterino no 5° dia de
gestacao (dg), restringindo-se a regiao mesometrial de cada sitio de implantacao (Stewart
& Peel, 1980; Paffaro Jr et al., 2003). Entre 0 9°dg e o 12° dg ha o maior acumulo de
células uNK maduras, que vao se tornando gradualmente escassas até o final da
gestacao (Delgado et al., 1996, Paffaro Jr et al., 2003).

As células uNK maduras apresentam citoplasma amplo, nucleoc com nucléolo
evidente e varios granulos citoplasmaticos (Head, 1996) que sao PAS positivos amilase
resistentes (Stewart & Peel, 1977, Paffaro Jr et al, 2003). Paffaro Jr e colaboradores
(2003) descrevem quatro subtipos morfolégicos de uNK, baseados no padrao de

reatividade da lectina-DBA na membrana e nos granulos citoplasmaticos. Estes subtipos



correspondem aos estagios de maturagao destas células, sendo as uNK do subtipo | as
menores (9 = 3um) e sem granulos. As do subtipo Il (13 £ 2um) exibem alguns granulos
em seu citoplasma. As uNK do subtipo Il sdo as formas plenamente diferenciadas (26 +
7um) com muitos granulos e, as do subtipo IV (30 + 4um) que apresentam citoplasma
vacuolado, contendo muitos granulos e nucleo com cromatina irregular seriam

correspondentes aquelas em estagio de degeneracao por apoptose.

As caracteristicas ultra-estruturais dos subtipos de uNK também foram descritas
por Paffaro Jr e colaboradores (2003). Segundo esses autores, a uNK do subtipo | contém
poucas organelas membranosas em seu citoplasma, nao apresenta complexo de Golgi
nem granulos e tem nucleo com cromatina condensada em grumos. As de subtipo Il ainda
exibem nucleo com cromatina condensada, tem alguns granulos lisossomo-secretores
proximo as cisternas do Golgi e projecdes da superficie celular semelhantes a microvilos
sao frequentes. No subtipo Ill o nucleo contém eucromatina e nucléolo evidente, no
citoplasma ha grande quantidade de granulos lisossomo-secretores geralmente proximos
ao C. Golgi bem estruturado, citoplasma rico em glicogénio e RER distribuido por todo o
citoplasma. O subtipo |V caracteriza-se por células de contorno irregular, com cromatina
em pequenos grumos num padrao semelhante ao apoptoético, com numerosos granulos e
areas elétron lucidas (provavelmente devido a extragdo do glicogénio durante o
processamento histolégico) no citoplasma, aléem de RER organizado em agrupamentos

paralelos e Golgi menos evidente.

Segundo Paffaro Jr e colaboradores (2003) ha um gradiente de distribuicao desses
subtipos de uNK na regido mesometrial do sitic de implantagcao que varia de acordo com
o periodo gestacional. Os autores descrevem maior incidéncia do subtipo | e Il nas
regibes mesometriais proximas ao miométrio enquanto as formas mais diferenciadas das

uNK (lll e IV) estdo distribuidas em areas do endométrio mais proximas ao embriao.

A presenca das células uNK em grande quantidade e apenas durante a gestacao
tem levantado a questao sobre as possiveis fungdes dessas células no ambiente uterino.
Considerando a grande mobilidade das células NK e seu conteudo litico, associado a
presenca de receptores KIR, as uNK sao potencialmente perigosas, podendo ter um papel
importante na interrupgdo da gestagao (Croy et al., 2003). Segundo Dosiou e Giudice
(2005), o grande aumento no numero de uNK no inicio da gestagcdo dependente de

progesterona e a proximidade destas células a area de infiltragdo de trofoblastos sugerem



que as uNK desempenham um papel importante na regulacao da resposta imune materna
em relacdo ao feto bem como no controle do crescimento e invasdo dos trofoblastos
durante a gestagao humana.

A importancia das células uNK na imunidade inata no utero também é possivel,
particularmente nas espécies em que estas células sao residentes no Utero, ainda que em
guantidades menores que durante o inicio da gestacdo. O endométrio esta
potencialmente exposto a antigenos ndo proprios, mesmo fora do periodo gestacional,
sendo possivel que o papel das células uNK seja também de prote¢do contra infecgoes
(Bulmer & Lash, 2005).

Linhagens de camundongos depletados geneticamente de células linfo-
hematopoéticas tem sido usadas para compreender a sua fungdo durante a gestacgao,
observando-se as alteragbes no ambiente uterino resultantes da auséncia de cada tipo
celular (Guimond et al., 1997; Croy et al., 2003). Camundongos deficientes de células NK
(como Tge26 e RAG-2"%/yc®®) mostraram caracteristicas histoldgicas semelhantes
durante a gestacao, sendo que as 3 anomalias principais sao: auséncia de
desenvolvimento do agregado linféide mesometrial, hipocelularidade e edema da decidua
basal e persisténcia de células musculares lisas nas artérias espiraladas acompanhada
de dilatagao limitada da luz vascular assim como do crescimento dos vasos (Guimond et
al., 1998; Ashkar & Croy, 1999). Experimentos realizados com camundongos knockout de
IFN-y comprovam a sua produgdo pelas uNK e a sua importancia na manutengao da
integridade da decidua, modificacdo das artérias espiraladas e no desenvolvimento da
placenta (Ashkar & Croy, 1999 e Croy et al., 2003). Embora a auséncia destas células
afete a gestacdo, ela ndo a inviabiliza totalmente, como tem sido demonstrado em
experimentos com linhagens de camundongos destituidos de células NK (Croy et al,
1985).

Nao ha evidéncias de que as células uNK possam desencadear a atividade
citotéxica ou resposta imune inata na gestagao normal. As diferencas fenotipicas entre as
células uNK (CD56™"" CD167), e cNK (CD56"*™/CD16") de humanos parecem resultar

+dim

em diferencas funcionais, uma vez que, as células CD56 apresentam uma alta

et tem baixa citotoxidade e um grande

capacidade citotoxica, enquanto células CD56
potencial para producao de citocinas (Miller, 2001; Middleton et al., 2002), o que talvez
explique, o comportamento menos agressivo das células uNK na gestacao normal, apesar

do seu arsenal citolitico nos granulos citoplasmaticos. Por outro lado, as uNK expressam



diversos genes comuns as cNK em humanos (Cooper et al, 2001), podendo
potencialmente atuar na resposta imune inata através dos receptores KIRs, relacionados
a inibigcao ou ativacao das fungdes liticas destas células. Contudo, até o0 momento nao ha
dados experimentais que comprovem o envolvimento direto das células uNK na resposta
imune inata através da ativacdo da sua fungao citolitica. Embora o conteiudo dos seus
granulos citoplasmaticos apresente moléculas liticas como perforina e granzima-A (Zheng
et al, 1991), nao se observa a ativagcao do seu potencial citolitico na gestagdo normal.

Desta forma, os estudos até o momento realizados com os camundongos tem
demonstrado a importancia das células uNK na decidualizagdo, formacédo da placenta,
desenvolvimento do feto e alteragdo da arquitetura dos vasos sanguineos uterinos
durante a gestagao. Porém, as ceélulas uNK pertencendo ao sistema imune inato teriam
também funcao efetora, além da reguladora, o que demandaria um controle externo e/ou
intrinseco da liberacdo de proteinas soluveis, como perforina e granzimas contidos nos
seus granulos e, proteinas de membrana, como Fas-ligante (CD95). Nos estudos in vitro
com os linfécitos T citotoxicos, a liberacdo dessas proteinas via lisossomos secretores
possibilita estoca-las no interior da célula e controlar precisamente o local € hora de sua
liberagao, ja que a degranulagdo dos lisossomos secretores € perfeitamente dirigida as
células alvo (Stinchcombe & Griffiths 1999).

1.2 Granulos lisossomo-secretores

As células secretoras especializadas contém tipicamente duas organelas distintas
para suas fungdes secretora e lisossomal. Ja em varias células hematopoéticas essas
duas funcgdes podem estar compartimentalizadas em uma mesma organela, o lisossomo-
secretor (Clarck & Griffith, 2003).

Os lisossomos-secretores sdo granulos especializados que contém no seu interior
as hidrolases e proteinas de membrana caracteristicas dos lisossomos, assim como
produtos de secregdo especializados dos diferentes tipos celulares em que sao
encontrados. Funcionalmente servem como lisossomos, com atividade hidrolitica e
participacdo na via endocitica, € como granulos secretores com atividade degradativa
(Stinchcombe & Griffiths, 1999; Clarck & Griffith, 2003), sendo que suas fungbes sdo
compartimentalizadas por diferentes dominios de pH 6timos de atuacao das enzimas. As

hidrolases lisosomais requerem pH acido, mantido no interior da célula, enquanto que



perforina e granzimas do compartimento secretor funcionam apenas sob pH neutro,
condicao esta obtida apenas apds a degranulagdo (Griffiths, 1997). A estocagem de
moléculas citoliticas nestes granulos é controlada pelo pH &acido e também pela
associagao com proteoglicanos, que protegem a célula da auto-destruicdo (Metkar et al..
2002; Clarck & Griffith 2003). Os linfécitos T citotoxicos (CTL) apresentam granulos
lisossomo-secretores semelhantes mas estdo presentes apenas em células ativadas. A
ligagcao aos receptores de célula T (TcR) nao so6 dispara a degranulagdo nos CTL mas
também a rapida sintese de novas proteinas citotoxicas que preenchem novamente os
granulos liticos. Neste processo, granzimas e perforina sdo também secretadas pela via
constitutiva, porém n&o se sabe ainda se os CTL liberam todos os seus granulos de uma
s0 vez ou nao (Griffiths, 1997).

Burkhardt e colaboradores (1990) caracterizam os granulos liticos de células NK
através de estudo em linhagem celular RNK-16 clone CRC. Estes autores analisaram
eletromicrografias de cortes seriados e descrevem dois tipos distintos de granulos,
apontando a existéncia concomitante de varias formas intermediarias entre eles. Os
granulos Tipo | sao redondos, delimitados por fina membrana e exibem conteudo
eletrondenso homogéneo. Os granulos Tipo Il sao maiores e de formato irregular,
contendo em seu interior material vesicular e lamelar. Os granulos com morfologia
intermediaria apresentam uma ou mais areas homogéneas rodeadas por cortex vesicular

de tamanho e formato variados.

Morfologicamente, os granulos lisossomo-secretores tipicos das uNK de
camundongos exibem areas periféricas de capuz eletrondensos contendo microvesiculas
membranosas e um “core” central homogéneo (Paffaro Jr et al., 2003). Nas células uNK, o
dominio periférico de microvesiculas coincide com a regido de maior acumulo de
proteinas lisossomais transmembrana como CD63, Lamp1 e Lamp2 e proteinas soluveis
como as catepsinas (Bulmer, 1968; Stewart & Peel, 1977; Zheng et al., 1991; King et al.,
1993; Correia da Silva, 1996; Clarck & Griffith, 2003).

Os granulos de uNK isolados de decidua de humanos contém grande quantidade
de lipidios insaturados formando um microdominio que envolve o “core”, sendo
possivelmente um componente universal de granulos citoliticos (Baranov et al., 2000).
Segundo estes autores, os lipidios associados aos granulos podem servir como camada

isolante protegendo a membrana lisossomica de lise, ou como sinal autocrino



interrompendo a degranulagdo, ou ainda como mecanismo adicional de lise celular agindo
independente ou sinergicamente com outras moléculas liticas.

Um dos componentes do “core” dos lisossomos secretores é a perforina, um
mediador citolitico nos linfécitos T citotéxicos e nas células natural killer (Liu et al, 1995).
Ha também evidéncia experimental do papel da perforina na regulagdo imune, incluindo
inducdo da ativagdo da morte celular de CTLs, controle da producao de anticorpos,
controle da autoimunidade e regulagéo da resposta dos CTLs a algumas infeccoes virais
(Liu et al., 1995). Estudo da ativagdo das células NK circulantes (cNK) por IL-2 e IL-12
(Lehmann et al., 2001), demonstrou que esta ativacdo resulta no aumento da ligacao da
perforina com a célula alvo e subsequente aumento da lise pela acao desta molécula
citotéxica.

A liberacéo e atuacdo litica da perforina é dependente da presenca de ions de
calcio (Ca2+) (Liu et al., 1995), assim como todo processo envolvendo degranulacao
(Logan et al., 2003). A hipotese classica de fungéo litica da perforina refere-se a
agregacao de mondémeros formando uma molécula polimérica com um poro central,
contendo pelo menos 3 a 4 mondmeros para ter um poro funcional (promovendo lise
osmotica) e 10 a 20 monémeros para ser visivel a microscopia eletrénica (Liu et a/ 1995).
No granulo litico, a atuagao da perforina € prevenida pelo baixo nivel de calcio, pelo pH
acido e pela presenca de proteoglicanos que ndo favorecem a insergao e polimerizacao
da perforina na membrana (Griffith, 1997).

A perforina tem sido definida biologicamente pela sua habilidade de induzir
permeabilizacao de membrana. No entanto, em concentracdes em que a permeabilizacéo
e virtualmente inexistente, as células alvo sdo suscetiveis a apoptose na presenca de
granzima B (Metkar et al, 2002). A granzima B, outro componente constitutivo do
compartimento secretor dos granulos das NK s6 €& secretada em uma forma
macromolecular ligada ao proteoglicano serglicin, e este s6 induz apoptose na célula alvo
quando forma um complexo maior com a perforina. Quanto ao mecanismo de acéo,
sugere-se também que a perforina, tanto na sua forma monomérica quanto em complexo
macromolecular com a serglicin, pode penetrar na célula alvo agindo na liberagdo da
granzima B internalizada em compartimento vesicular (vesicula endossémica), de modo
similar a penetragao celular mediada por virus (Metkar et al., 2002).

Corroborando com este modelo, Veugelers e colaboradores (2004) afirmam que

na apoptose induzida por granulos, o evento critico & a endocitose da granzima B, que, in



vitro, € mediada por dinamina. Considerando ainda a afirmacdo de Metkar e
colaboradores (2002) de que a granzima B é sempre liberada da célula efetora num
complexo macromolecular com serglicin, isso implica que também in vivo o mecanismo de
endocitose da granzima B & mediado por dinamina. No entanto, ndo se exclui a via de
algumas moleculas citotéxicas atuarem independentemente da dinamina (Veugelers et al.,
2004).

Segundo Metkar e colaboradores (2002), o efetor central da apoptose mediada por
granulos € o complexo perforina/granzima B/serglicin. Desta forma, o proteoglicano
presente nos “core” dos granulos teria a fungdo de compactar os componentes do
compatimento secretor do granulo e atuar como um carreador que facilitaria a liberacao e
a internalizagao da granzima B e/ou da perforina na agao citolitica.

Raja e colaboradores (2002), estabeleceram a natureza do complexo granzima-
serglicin em células da linhagem YT-INDY, demonstrando que o proteoglicano
componente dos granulos citotéxicos destas células & idéntico a serglicin, com massa
molecular em torno de 250 kDa. A conformacdo extendida das cadeias de GAG e a
superficie negativamente carregada desta molécula provavelmente confere a serglicin
uma area que a capacita a abrigar multiplas moléculas. Assim, a composi¢do do
complexo proteoglicano-proteases nos granulos de células citotdxicas pode depender dos
diferentes componentes granulares competindo pelos sitios de ligacdo anibnicos.
Segundo estes autores, essa pode ser uma estratégia onde a celula alvo internaliza um
efetor multimérico para multiplas vias de morte celular.

Os mecanismos relacionados com a liberacao dos conteudos dos granulos
lisossomo-secretores das UNK ou mesmo das cNK ainda sdo pouco conhecidos. A
exocitose de granulos secretores ou de vesiculas secretoras envolve uma série de
eventos, incluindo o deslocamento da vesicula/granulo até a periferia celular, ligagao e
ancoragem a membrana plasmatica para que ocorra a fusao e liberagcao dos granulos
(Logan et al, 2003). Os mecanismos intracelulares envolvidos na mobilizagao dos
granulos secretores e na secrecdo de mediadores celulares sao finamente regulados e,
ainda que exaustivamente estudados, nac estdo totalmente esclarecidos (Clarck &
Griffiths, 2003).

A liberacdo do conteudo granular, ou degranulacao, ocorre pelo menos de 4
maneiras conhecidas até o momento, conforme o tipo celular e o produto de secrecéao: a)

exocitc 2 classica, envolvendo a liberacao pela célula do conteudo de granulos



secretores isolados; b) exocitose composta, caracterizada pela fusao intracelular de
multiplos granulos antes da secrecao; c¢) degranulagdo fragmentada ou em partes,
caracterizada pela liberacdo de vesiculas citoplasmaticas na presenga de granulos
cristaloides intactos contendo componentes do “core” parcialmente erodidos e; d) necrose
ou citélise, onde a deposi¢ao de granulos intactos no tecido coincide com a morte celular.
(Logan et al., 2003). No caso das ceélulas NK, os mecanismos estabelecidos para
liberagao do conteudo citolitico, coincidem com a exocitose classica (Griffth, 1997), porém,
este processo foi estabelecido através de ensaios in vitro.

1.3 Modelo experimental

Roman (2001) desenvolveu um modelo experimental para o estudo do
comportamento das células uNK em situacbes de desequilibrio ou anormalidade na
gestacdo por meio de lesdo embrionaria induzida mecanicamente. Seu estudo mostrou a
ocorréncia de hemorragia observada 1, 6, 12 e 24 horas apds a lesdo, ndo apenas nos
sitios lesionados, mas também nos sitios adjacentes, comprovando que o trauma
mecanico da lesdo embrionaria induzia uma acao sistémica no ambiente uterino, com
provavel liberacao de substancias vasoativas. Uma vez que outros érgdos avaliados nao
mostraram qualquer alteracao, esta substancia teria agéo local exclusiva sobre os vasos
do ambiente uterino. Além disso, a lesdo embrionaria desencadeou alteragdes nas células
uNK, notadamente a perda do conteldo granular, e também a degeneragéo das células
trofoblasticas por apoptose. O fato das células uNK perderem o conteudo granular reativo
a lectina DBA (Roman, 2001), € um forte indicio de que a lesdo embrionaria possa
desencadear a resposta imune inata destas células com a liberacao dos seus mediadores
citoliticos.

Tal perspectiva torna interessante o estudo neste modelo de lesdo embrionaria
para avaliar a atividade das células uNK na gestacdo, uma vez que, até o momento, as
funcdes comprovadas das células uNK tém sido associadas preponderantemente a
imunomodulacdo que controla e viabiliza a gestagdo normal. O estudo do efeito agudo
induzido por lesdo embrionaria mecanica possibilita analisar o processo de liberacdo do
conteldo granular nas células uNK e sua possivel agao citolitica, que justificaria o arsenal

citolitico armazenado em seus granulos.

1
B s poe
i B =% 5 DY gr B |
i SolndV 8 PAAuLa

|

ELSEHVOLVIMENTO

i g™ H
Lor MR 9T

t




2. OBJETIVOS

Geral:
- Analisar o efeito agudo da lesao embrionaria induzida mecanicamente na
morfologia das células uNK presentes no Utero prenhe de camundongos nos
tempos de 10, 30 e 60 minutos apoés inducdo de lesdo embrinaria, relacionada

com a sua atividade citolitica mediada pelos granulos lisossomo-secretores.

Especificos:
1- Avaliar as alteragdes morfolégicas das células uUNK, empregando citoquimica de
lectina DBA (Dolichos biflorus aglutinina).

2- Avaliar as alteragdes ultraestruturais das células uNK, em particular os seus

granulos lisossomo-secretores, sob o efeito da lesdo embrionaria.
3- Avaliar as alteragbes constitutivas nos compartimentos dos granulos

citoplasmaticos das células uNK, utilizando métodos citoquimicos e

imunocitoquimicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais:

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos fémeas com idades
de 10 a 12 semanas e machos com idades de 12 a 48 semanas das linhagens Swiss e
C57/B6, procedentes do CEMIB/UNICAMP, sendo que sempre se acasalou exemplares
da mesma linhagem. O dia da constatacéo do tampao vaginal foi considerado o primeiro
dia de gestacao (dg). Durante o periodo dos experimentos os animais foram mantidos em
gaiolas com acesso a agua e alimento “ad libitum” em ciclo de dia/noite de 12 horas.

3.2 Inducgao da lesao embrionaria.

Camundongos prenhes no 9° dg foram anestesiados com cloridrato de xylazina
(Virbaxyl, Virbac do Brasil) e ketamina (Francotar, Virbac do Brasil) e apds laparatomia
com a constatacdo da presenca de sitios de implantagdo embrionaria, no minimo dois
destes sitios contidos em um dos cornos uterinos foram lesionados alternadamente
através de puncéo na face antimesometrial com agulha hipodérmica (15 x 5). O corno
uterino oposto ao lesionado foi mantido intacto. Apds este procedimento, as incisdes
cutdneas e da facia muscular foram suturadas com fio cirurgico. Como controle do
procedimento, um grupo de animais foi manipulado igualmente excluindo-se a lesao do
sitio embrionario.

As analises realizadas em materiais procedentes de animias submetidos a lesao
embriondria ndo se retringiram aos sitios lesionados, tendo sido também realizadas nos
sitios subjacentes ndo lesionados que apresentaram hiperemia ou hemorragia na regiao

mesometrial.

3.3 Coletas e processamentos

Os animais submetidos a lesdo embrionaria e os respectivos controles, ainda sob
o efeito do anestésico, foram sacrificados nos intervalos de 10, 30 e 60 minutos pos-lesao
através da perfusdo da solucao fixadora pelo ventriculo esquerdo. Nos animais normais

procederam-se as mesmas técnicas de anestesia, laparotomia (sem indugado de lesao
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embrionaria) e perfusdo. Foram utilizados 9 animais de cada um dos grupos e intervalos
de tempo, num total de 63 animais.

Apos avaliagao macroscopica dos cornos uterinos, foram feitas as perfusdes com
30-50ml da solugéo de paraformaldeido (Sigma Chemical Co, USA) 4% em tampao
fosfato-salina (PBS) 0.1M pH 7,4 e sacarose 0,1M para processamento em parafina ou,
paraformaldeido 2,5% e glutaraldeido (Ladd Resaerch, USA) 1,5% em PBS 0,1M pH 7,4
para embebicao em resina epoxy.

Dos cornos uterinos removidos foram obtidas fatias de 3 mm de espessura da
regiao mediana dos sitios de implantagdo embrionaria, preservando-se a regido onde se

localizavam os embrides.

3.3.1 Histoprocessamento para embebicao em parafina

Parte das amostras dos espécimes fixados em paraformaldeido 4% foi desidratada
em gradientes crescentes de etanol, diafanizada em xilol e embebida em parafina
(Histosec, Merck, Brasil), conforme técnica histologica rotineira. Os cortes seriados de 5
pm foram coletados em laminas previamente silanizadas (Silano - Sigma Chemical Co,
USA)

3.3.2 Processamento para embebicdo em resina epoxi

Os fragmentos fixados em paraformaldeido 2% e glutaraldeido 1,5% foram lavados
em PBS 0.05M e pos-fixados em tetréxido de ésmio (Ladd Research, USA) 1% durante 1
hora a temperatura ambiente. Apos desidratagdo em gradiente crescente de etanol e
oxido de propileno (Aldrich Chemical Co, USA), os fragmentos foram embebidos em
resina epoxi (Epon 812 — Polyscience, USA) e polimerizados a 60°C.

Cortes semi-finos de 1um foram obtidos em ultramicrétomo MT1 (Sorvall, USA), e
corados com azul de toluidina para selegao prévia das areas para obtencdo dos cortes
ultrafinos. Os cortes ultra-finos foram obtidos em ultramicrotomo Leica Ultracut UCT,
coletados em telas de cobre (150 mesh), contrastados com acetato de uranila 2% (Riedel-
de Haenm, Alemanha) durante 20 minutos e citrato de chumbo (Ecibra, Brasil) a 0,5%,
durante 10 minutos. As analises ultra-estruturais foram realizadas em microscopio

eletrénico de transmissao LEO - EMS02.
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3.4 Citoquimica e Imunocitoquimica

3.4.1 Citoquimica de lectina DBA (Dolichos biflorus aglutinina)

Foram utilizados cortes desparafinizados processados de acordo com o protocolo
estabelecido por Paffaro Jr et al (2003), que resumidamente consistiu em tratamento dos
cortes com peroxido de hidrogénio 0,3%, seguido de blogueio com Albumina sérica
bovina (BSA tipo V, Sigma, St Louis, USA) a 1% em PBS 100mM e incubagdo com a
lectina DBA biotinilada (Sigma, USA) diluida a 1:300 em PBS 100mM, pH 6,8 durante 12
horas a 4°C. Apés lavagem e incubagdo com complexo Avidina-Biotina conjugado com
peroxidase (Vectastain Elite, Vector, USA ), foram reveladas com diaminobenzidina (DAB-
Sigma. St. Louis, USA) 0,5mg/ml em tampao tris-HCI (TB) 50mM pH 8,2 e peréxido de
hidrogénio 0.3%. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris e apds
montagem permanente em balsamo sintético (Entellan, Merck, Br) foram observados e
documentados no microscoépio fotonico Eclipse 800 (Nikon, Japao), acoplado com sistema
de captura de imagem (CoolSnap, USA) e tratamento de imagem digital (ImageProPlus,
USA).

3.4.2 Imunocitoquimica

Foram utilizados como anticorpos primarios, os anticorpos policlonais de coelho
anti-catepsina D (gentiimente cedidos pelo Prof. Dr. Sadaki Yokota, Yamanashi Medical
School, Yamanashi, Japan) e anti-perforina (gentiimente cedidos pela Keio University,

Japan).

3.4.2.1 Imunoperoxidase

Foram utilizados cortes desparanifinizado e hidratados, equilibrados em PBS
100mM, em seguida submetidos ao tratamento com peréxido de hidrogénio 0,3%. Apos
bloqueio com solucdo de BSA 1% em PBS 100mM pH 7 4, os cortes foram incubados
com os anticorpos primarios diluidos em PBS/BSA durante 12 horas a 4°C. Apéds lavagem
em PBS 50mM, os cortes foram incubados com o anticorpo secundario de cabra anti-IgG
de coelho conjugado com peroxidase (Dako Co, USA) durante 1 hora a temperatura
ambiente. A peroxidase foi revelada com a DAB 5% em TB 50mM pH 8,2 e peroxido de
hidrogénio 0,3%. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris e apoés

montagem permanente em balsamo sintético (Entellan, Merck, Br) foram observados e
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documentados no microscopio foténico Eclipse 800 (Nikon, Japao), acoplado com sistema
de captura de imagem (CoolSnap, USA) e tratamento de imagem digital {(ImageProPlus,
USA).

3.4.2.2 Imunofluorescéncia

Foram utilizados cortes desparafinizados e hidratadas equilibrados em PBS
100mM e tratados com solugao de PBS/BSA 1%. Em seguida os cortes foram incubados
com os anticorpos primarios anti-catepsina D ou anti-perforina durante 12 horas a 4°C e
apos lavagem em PBS 100mM, foram incubados com o anticorpo secundario de mula
anti-lgG de coelho conjugado com fluoresceina ou Cy3 (Sigma, St Louis, USA), diluidos
1:500 e 1:1000 respectivamente, durante 1 hora.

Para dupla marcagdo com a lectina DBA, foram utilizadas incubagdées com o
anticorpo primario anti-catepsina D ou anti-perforina, seguida do anticorpo secundario
conjugados com Cy3, os cortes foram incubados com a lectina DBA biotinilada diluida a
1:200 em PBS 100mM, pH 6,8, durante 2 horas e em seguida incubados com
estreptoavidina conjugada com fluoresceina (Chemicon, USA) diluida a 1:500 em PBS
100mM, pH 7,4, durante 30 minutos e montados entre laminula com o meio Vectashild
(Vector Co, USA).

As observacdes foram realizadas no microscopio Elipse 800 acoplado com sistema
de epifluorescéncia e as imagens digitalizadas pelo sistema de analise de imagem (Image
ProPlus, USA).

3.4.3 Citoguimica ultra-estrutural

Um grupo com 2 animais de gestacdo normal no 9° dg e, de 3 animais cada
submetidos a lesdo embrionaria nos intervalos de 10, 30 e 60 minutos pos-lesdo foram
sacrificados por deslocamento cervical. Apos laparatomia, os sitios de implantagao foram
isolados, seccionados sagitalmente na regido central com espessura aproximada de 2mm
e foram fixados por imersdo em solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampao acetato de
sodio 25mM, pH5,6 contendo MgCI2 0,3M e azul cuprolinico (BDH Chemicals Ltd, Poole,
UK) 0,2% durante 12h a temperatura ambiente. Apds lavados em tampao acetato de
sodio/MgCI2, os fragmentos foram desidratados em solugdes crescentes de etanol

contendo tungstato de sodio (Sigma, USA) 1%, seguido de gradiente de oxido de
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propileno e embebidos em resina Spurr (Ladd Researcgm, USA). Foram obtidos cortes
semi-finos de 1um em ultramicrétomo MT1 (Sorvall, USA) e corados com azul de toluidina
para analise prévia em microscopia de luz e selegdo das areas para estudo ultra-
estrutural. Os cortes ultra-finos de 70 a 80 nm foram obtidos em ultramicrétomo Leica
Ultracut UCT e coletados em telas de cobre de 150 mesh, contrastados com acetato de
uranila 2% (Riedel-de Haenm, Alemanha) durante 20 minutos e citrato de chumbo (Ecibra,
Brasil) a 0,5%, durante 10 minutos. As analises ultra-estruturais foram realizadas em

microscopio eletrénico de transmissao, LEO - EM902.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise macroscopica.

Pela analise macroscopica identificaram-se areas hiperémicas na regido
mesometrial dos sitios submetidos a lesdo embrionaria a partir de 30 minutos pds-lesdo e
que se acentuavam para uma hemorragia localizada em 60 minutos pos-lesdo. Parte dos
sitios nao lesionados encontrados ao longo do corno uterino esquerdo, apresentavam
também areas hiperémicas na regiao mesometrial, sendo este fenémeno mais freqliente
entre os sitios adjacentes aos lesados. Além da hiperemia da regido mesometrial foram
frequentemente encontrados sinais de extravasamento sanguineo nas areas de
constricao lateral dos sitios, correspondentes aos segmentos de inter-implantacdo do
utero. Na regidao antimesometrial onde foi realizada a lesdo embrionaria nao foi

constatada hemorragia localizada nos periodos analisados.

4.2 Avaliagcao morfologica através da citoquimica de lectina DBA.

4 2.1 Animais controles de gestacao normal

Os cortes histologicos oriundos de animais de gestagcdo normal submetidos a
reacao citoquimica com a lectina DBA foram utilizados para avaliagdo primaria da
distribuicao das ceélulas uNK nos sitios de implantagao embrionaria, assim como para
estabelecer as referéncias do padrao morfolégico das células uNK, conforme preconizado
por Paffaro Jr e colaboradores (2003).

Nos sitios de implantagcdo embrionaria de 9° dg, as células uNK lectina DBA
positivas distribuiam-se exclusivamente na regiao mesometrial, ocupando tanto o estroma
endometrial quanto infiltradas no miométrio (Fig. 1). A morfologia das células uNK
baseada na reatividade com a lectina DBA apresentou variagdes caracteristicas dos
subtipos [, 11, Il e IV das células uNK relacionadas com os seus estagios de diferenciagao
no uUtero de camundongos prenhes (Figs. 2 a 5). Independentemente do estagio de
maturacao das células uNK, a lectina DBA apresentava constancia de reacao positiva na
superficie celular, porém, com o avangar da maturagao e presenca dos granulos

citoplasmaticos, estes também apresentaram reacéo positiva (Figs. 2 a 5).
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No 9° dg, os subtipos mais diferenciados (lll e IV) encontravam-se
predominantemente na area do endométrio decidualizado da regido mesometrial proxima
ao embriao, enquanto os subtipos | e Il predominavam nas areas junto ao miométrio, e na
area intermediaria do endométrio ndo decidualizado, entre o miométrio e o endométrio

decidualizado, predominavam os subtipos Il e III.

4.2.2 Animais submetidos a lesdo embrionaria

Na analise dos materiais submetidos a lesao embrionaria nao foram verificadas
alteracdes histologicas na regido mesometrial no periodo de 10 min pos-lesdo, porém
apos 60 minutos foram encontradas areas de extravasamento sanguineo em meio ao
estroma endometrial da regido mesometrial. No embrido, foi constatado o colapso da
membrana amnidtica com infiltragdo de células sanguineas no espaco do saco vitelino e
desorganizacado dos tecidos embrionarios, comprovando a lesdo mecanica do embrido
induzida pela introducdo da agulha hipodérmica (Fig 6). As células uNK presentes na
regiao mesometrial apresentavam padrao de marcagao semelhante dos subtipos de
maturacao presente nos animais controle, junto com outras com alteracées no padrao de
marcacdo. Estas alteracdes no padrao de marcagao das células uNK foram agrupadas
em 3 categorias:

Categoria | (C-l): reacdo positiva descontinua na superficie celular e reducao de

marcagao nos granulos das células uNK (Fig 7).

Categoria Il (C-ll): reacdo fracamente positiva na superficie celular com presenca de
vesiculas de dimensdes variadas que apresentam halo periférico positivo e conteldo

negativo (Fig 8).

Categoria Il (CHll): reacdo positiva descontinua na superficie celular, com granulos
parcialmente reativos a lectina e grandes areas vesiculares no citoplasma sem qualquer

marcacao (Fig 9)
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4.2.3 Padrao de distribuicao das células uNK normais e alteradas nos periodos pés-

leséo

No periodo de 10 minutos pos-lesdo observaram-se células uNK presentes nas
areas do endométrio decidualizado com marcagéao positiva na superficie celular e com
reducé@o na intensidade de marcacao dos granulos. Estas alteracdes, classificadas como
sendo C-l, apresentavam ainda as células uNK com o conteudo citoplasmatico DBA
positivo finamente reticulado. Ao lado destas células uNK alteradas foram constadas as
células uNK de aspecto normal do subtipo II, lll e IV. Nas demais areas do endométrio
nao decidualizado e no miométrio, as células uNK presentes ndo apresentaram
alteracoes. As alteracdes representadas pela diminuicdo de intensidade na marcacao dos
granulos e descontinuidade de membrana tornaram-se mais intensas apoés 30’, quando,
além de células uNK com alteracdes C-l, foram identificadas alteracdes C-Il e C-lll em
uNK, ao lado de células normais do subtipo Il e Ill em propor¢cdes menores que aquelas
comumente encontradas em animais de gestagao normal, presentes na area do
endometrio decidualizado. Nas areas do endométrio nao decidualizado foram encontradas
algumas uNK com alteragbes C-l, ao lado de células uNK normais dos subtipos | e Il
enquanto, na regiao do miomeétrio, ndo foram identificadas células uNK com alteracoes de
marcacio, porém, constatou-se aumento no niumero de uNK do subtipo Il nesta regiao.

No periodo de 60 minutos pos-lesao, nas areas do endométrio decidualizado, as
células uNK encontradas com maior frequéncia, apresentaram alteracdes das categorias
C-l, C-ll, e C-lll, ao lado de poucas células uNK normais do subtipo lll e I\V. Nas areas do
endométrio nao decidualizado, algumas células uNK apresentaram alteracdo C-l e C-ll ao
lado da maioria de uNK normais do subtipo Il e algumas do subtipo 1ll. As células uNK
infiltradas no miométrio apresentavam aspectos normais correspondentes aos subtipos | e
II, com ligeiro aumento na incidéncia dos ultimos.

Padrées de alteragdes semelhantes foram constatados em células uNK presentes
nos sitios nao lesionados adjacentes aos lesionados que apresentavam hiperemia na
regido mesometrial no periodo de 60 minutos pos-lesdo. Nos sitios onde nao ocorria
hiperemia, nao foram constatadas tais alteragées morfologicas.

Nos materiais coletados do grupo controle observou-se a distribuicdo padrao das
uNK, porém na area do endométrio decidualizado foram encontradas algumas células
uNK com marcagao descontinua ou fraca na superficie celular e granulos citoplasmaticos

positivos.



4.3 Analise ultra-estrutural

Nas analises ao microscopio eletronico de transmissdo, as quatro formas de
maturagao de células uNK de camundongos (Figs 10 a 13), presentes nas diversas areas
da regiao mesometrial foram faciimente identificadas pelas suas caracteristicas ultra-
estruturais descritas por Paffaro Jr e colaboradores (2003). Dentre as caracteristicas,
ressalta-se a presenga do granulo lisossomo-secretor com duplo compartimento, onde o
capuz periférico mais eletrondenso constituido de microvesiculas membranosas
corresponde ao compartimento lisossomal e o compartimento central mais homogéneo e
menos eletrondenso corresponde ao compartimento secretor (Fig 14).

Nos materiais procedentes de animais submetidos a lesdo embrionaria, a
alteracdo mais freqlente observada foi a desestruturacéo dos granulos das células uNK
(Fig. 15). Nas primeiras alteragdes detectadas no periodo de 10 minutos, o compartimento
secretor, ou “core”, dos granulos perdia o seu aspecto homogéneo, tornando-se floculento
ou totalmente eletronlicido, com descontinuidade na membrana do granulo e
descompactacao das microvesiculas da regido do capuz do granulo (Fig. 16). Nos
periodos pos-lesdao subseqientes, foram encontrados granulos cujo contetdo do “core”
apresentava-se parcial ou totalmente extraido e os granulos frequentemente fusionados
(Figs. 17 e 18). No periodo de 60 minutos, foram encontradas ainda células uNK com
amplo espago intra-citoplasmatico de contorno circular totalmente destituido de contetdo,
porém ao longo do perimetro destes espacos foram encontradas esparsas microvesiculas
membranosas que lembram os componentes do capuz dos granulos lisossomo-secretores
(Fig. 19). Ao lado destes granulos desestruturados, sempre foram encontrados granulos
de aspecto normal no interior da mesma celula (Figs. 19 e 20). Nas analises dos materiais
de até 60 minutos pos-lesdo nao foram encontradas imagens de fusdo dos granulos com
a membrana plasmatica, ou de continuidade dos granulos de aspecto normal ou alterado
com o meio extra-celular das uNK.

Células uNK contendo granulos alterados eram mais evidentes entre aquelas
presentes na area do endométrio decidualizado proxima ao embrido. Aguelas presentes
junto ao miométrio nao apresentaram tais alteracoes. As UNK do subtipo |, que nao
continham granulos, ndo apresentaram diferencas em relacao aguelas encontradas nas
mesmas localizacbes dos sitios de animais controles. Apesar da desestruturacao dos

granulos, as células uNK foram facilmente identificadas em meio as outras, pela

19



preservagao das demais caracteristicas ultra-estruturais. Nao foram identificadas
alteracdes na morfologia das células circunjacentes as uNK, que denotassem ruptura ou

lise celular nas amostras analisadas.

4.4 ReacgoOes imunocitoquimicas

4.4.1 Catepsina-D

O anticorpo anti-catepsina D no utero de animais em gestacao normal reagiu com
as células uNK dos subtipos Il a IV que apresentam granulos lisossomo-secretores e que
estdo presentes no endométrio decidualizado e nao decidualizado, porem, ndo reagiu
com células uNK do subtipo | presente no miométrio, conforme identificado pela dupla
marcagao com a lectina DBA (Figs. 21a, b e 22a, b). Pela imunoperoxidase verifica-se
que a reagao positiva € predominantemente de aspecto areolar delimitando o perimetro
dos granulos (Fig. 23). Nas células uNK presentes no utero de animais com sitio
embrionario lesionado, as reagbes com a anti-catepsina D mantiveram-se positivas no
perimetro dos granulos, enquanto nos periodos pés-lesdo mais avancados, apresentavam
halos mais amplos ou de aspecto aglutinado (Fig. 24).

Além das células uNK, as células trofoblasticas gigantes e as células deciduais e
pré-deciduais da regido antimesometrial apresentavam reacdes positivas puntiformes ou

de pequenas vesiculas nos seus citoplasmas (dados nao mostrados).

4472 Perforina

A reacdo imunocitoquimica com o anticorpo anti-perforina realizada no utero
gestante normal, apresentou reagéo positiva no citoplasma das células uNK dos subtipos
I, 1l e IV (Figs 25b, e, h), localizadas nas areas do endométrio decidualizado e nac-
decidualizado. Através da dupla marcagdo com a lectina DBA, constatou-se que nem
todos os granulos lectina DBA positivos eram perforina positivos (Fig. 25c), assim como,
nem todas as células uNK apresentavam granulos perforina positivos.

Nos animais submetidos a lesdo embrionaria, verificou-se redugcao da proporcao
de células uNK contendo granulos perforina positivos no periodo de 10 min pés-leséo.
Esta redugao de marcagao era evidente nas areas do endométrio decidualizado e atingia
maior numero de células uNK nos periodos subseqlentes (Figs 25d, e, f). Na area do

endométrio nao-decidualizado foi observado um ligeiro incremento de células uNK
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perforina positivas no periodo de 1 hora pos-lesao, se comparado com o periodo de 30
minutos (Figs. 25g, h, i).

4.5 Citoquimica ultra-estrutural com azul cuprolinico

Nos animais de gestacdo normal, a citoquimica com azul cuprolinico mostrou
reagao positiva nos granulos das uNK com variagdes de intensidade e distribuicdo no
interior dos granulos (Figs 26-29). Foram encontradas marcagdes em padrao filamentoso
distribuidos uniformemente no contetdo do “core” do granulo e em graduacgdes
intermediarias até granulos que nao apresentaram qualquer reatividade (Figs.27-29). Na
regido do capuz nao foi identificada reagao positiva ao azul cuprolinico.

Nos animais submetidos a lesdo embrionaria, foram encontrados granulos com
padrées de marcactes filamentosas semelhantes aos do grupo de animais de gestacao
normal em meio a outros granulos com graus variados de desestruturacdo, cujos
conteldos da regido do “core” apresentavam-se extraidos e sem reatividade ao azul
cuprolinico (Figs. 30-33). Alguns granulos cujo conteudo da regiao do “core” apresentava-
se pouco eletrondenso, assim como em granulos que se encontravam em coalescéncia,
nao foram encontradas marcagdes regulares ou intensas (Figs. 31-33).

A propor¢ao de células uNK que apresentavam reatividade negativa ao azul
cuprolinico aumentou com o decorrer do periodo pés-lesdo, com incidéncia maior na area

do endomeétrio decidualizado e rara naquelas células presentes na area do miometrio.
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5. DISCUSSAO

A alta incidéncia da célula Natual Killer uterina (UNK) na interface materno fetal
tem sido relacionada com a sua atividade imunomoduladora da gestacédo afetando o
sucesso da implantagao embrionaria, consolidagcao da placentacdo e do desenvolvimento
fetal (Guimond et al., 1999; King, 2000). Tais papeis estdo relacionados a producdo de
diversas citocinas que sustentam a gesta¢cao normal (Gambel et al., 1985; Ashkar & Croy,
1999; Moffet-King, 2002).

O modelo experimental da lesao embrionaria induzida mecanicamente utilizado
neste trabalho, parte do pressuposto que anomalias envolvendo o embridao poderiam
desencadear a resposta imediata das células uNK presentes neste ambiente, a
semelhanca do envolvimento destas células na resposta imune inata, uma vez que, teriam
participacao fundamental na protecdo do organismo materno contra uma possivel
agressao das células trofoblasticas, (Stewart, 1984; Peel, 1989; Croy, 1994; Head., 1996).
Este modelo experimental foi utilizado anteriormente por Roman (2001), que constatou a
ocorréncia de areas de hemorragia na regido mesometrial dos sitios embrionarios
lesionados, em experimentos que avaliaram o efeito de 1 a 24 horas pos-lesao.

No presente trabalho foram avaliados os efeitos da lesdo embrionaria no intervalo
de até 1 hora, tendo sido constatada a ocorréncia de hiperemia na regiao mesometrial dos
sitios de implantagdo embrinaria lesionados. A hiperemia ocorreu ja aos 10 min. pés-lesao
configurando um efeito agudo da lesdo embrionaria e que se acentuou com o decorrer do
periodo pos-lesdo, tendendo para uma hemorragia localizada nesta regiao. A semelhanca
do que foi descrito por Roman (2001), esta hiperemia/hemorragia atingiu também os sitios
adjacentes nao lesionados, confirmando também um efeito sistémico, além de agudo no
ambiente uterino.

A localizagdo da area da hiperemia coincide com a do agregado linfocitario
mesometrial da gravidez (MLAP), isto &, o local onde se acumulam transitoriamente as
células NK durante a gestacdo (Croy, 1999). De fato, as andlises realizadas com a
citoquimica de lectina DBA revelaram o acumulo das células uNK na regido mesometrial
tanto de animais em gestagdo normal, quanto nas amostras procedentes de animais
submetidos a lesao embrionaria, tendo sido identificados os 4 subtipos de maturagao com

distribuicbes preferenciais entre o endométrio decidualizado, nao decidualizado e
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miométrio da regido mesometrial, a semelhanga do que foi descrito por Paffaro Jr e
colaboradores (2003). De acordo com estes autores, os subtipos menos diferenciados de
UNK (subtipos | e Il) estavam localizados predominantemente no miométrio e na base da
insercao do mesométrio, enquanto as formas mais diferenciadas (subtipos Il e V)
estavam distribuidas predominantemente no endométrio decidualizado préximo ao
embrido. A correlagdo entre o envolvimento das células uNK e a hemorragia foi
estabelecida por Roman (2001), que descreveu a ocorréncia de células uNK com padroes
de reatividade alterada para lectina DBA, sugerindo o envolvimento destas células com a
hemorragia localizada e a lesao dos embrides ou dos fetos.

Dentre as alteragbes, ressaltam-se as células com reducdo ou auséncia na
marcacgao pela lectina DBA no citoplasma. De acordo com Paffaro Jr e colaboradores
(2003), a marcacao pela lectina DBA no citoplasma ocorre no conteudo granular. Desta
forma, a auséncia da marcagao pode ser interpretada como sendo conseqiéncia da
perda do conteudo granular pelas células uNK, como provavel reposta as alteracbes do
microambiente uterino induzida pela lesdo embrionaria.

Cumpre ressaltar que as alteragdes encontradas nas celulas uNK obedecem uma
dinamica onde as celulas plenamente diferenciadas que contém grande guantidade de
granulos, classificadas como sendo de subtipo Ill e IV e presentes no endométrio
decidualizado, sao as primeiras que perdem a marcagao dos granulos pela lectina DBA,
diferentemente daquelas menos diferenciadas dos subtipos | e |l presentes no miométrio
ou no endomeétrio adjacente a este, que preservam seu conteudo. Com o avangar do
tempo pos-lesdo, as células uNK presentes na area do endométrio ndo decidualizado
também apresentam reducdo na marcacdo dos granulos, o que € sugestivo de um
recrutamento progressivo das células presentes nestas areas. A distribuicao das células
uNK obedece uma graduacado regionalizada, onde células menos diferenciadas estao
presentes nas areas mais préxima ao miométrio e as mais diferenciadas junto ao
endométrio decidualizado mais proximo aoc embrido (Paffaro Jr et al., 2003).

Por conseguinte, a ocorréncia de um gradiente de células uNK fenotipicamente
alteradas que se difunde progressivamente do endometrio decidualizado em diregao ao
miométrio nos animais submetidos a lesdo embrionaria, sugere fortemente que a lesédo no
embrido induz inicialmente uma mobilizagao em curto espaco de tempo (menor que 10

minutos) de células uNK subtipo Il e IV plenamente diferenciadas e portanto aptas a
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responderem instantaneamente ao estimulo exégeno. A continuidade do estimulo, isto €,
0 embriao lesionado presente no ambiente uterino, induz a mobilizagcdo perceptivel dentro
de 60 minutos pods-lesdo dos subtipos Il e .

A producao e acumulo de granulos citoliticos contendo perforina nas uNK tém sido
diretamente relacionados com o estadio de maturagao destas células (Croy et al., 2003,
Paffaro Jr et al., 2003), o que poderia ser estimulado e acelerado em resposta a perda de
homeostase no ambiente uterino.

Nas analises ultra-estruturais dos sitios lesionados um fato notério é a presenca de
células uNK com os seus granulos citoplasmaticos apresentando alteracdo da forma e
perda do seu conteudo eletrondenso. Isto &€ enquanto nas células uNK presentes no utero
durante a gestacdao normal os granulos apresentam a sua forma peculiar de duplo
compartimento (Parr et al., 1990; Paffaro Jr et al, 2003), os granulos das células
presentes nos sitios lesionados apresentam contornos irregulares com descontinuidade
da membrana, com o capuz periférico de microvesiculas membranosas apresentando um
arranjo menos compacto € o conteudo do “core” pouco eletrondenso ou nitidamente
extraido.

Tanto as células NK quanto as CTL apresentam os granulos lisossomo-secretores
(Burkhardt et al., 1990; Peters et al.. 1991; Bossi & Griffiths, 1999). Presume-se que
ambos os compartimentos atuem em conjunto para desencadear a agao citolitica sobre as
células alvo (Burkhardt et al., 1990, Peters et al., 1991, Shi et al., 1992 a,b; Nakajima &
Henkart, 1994; Nagata & Gostein, 1995; Bossi & Griffits, 1999). Dentre os conteudos dos
granulos, a proteina litica perforina € a mais caracteristica como efetora principal na
inducao da lise das células alvos (Herberman et al.,, 1986., Rukavina et al.,2000). Esta
proteina presente no “core” granular, uma vez liberada através da exocitose (Peters et al,,
1991, Trapani, 1998; Rukavina et al., 2000; Stepp et al., 2000), insere-se diretamente na
membrana plasmatica da célula alvo e ao se agrupar em complexos multiméricos forma
lesoes tubulares na membrana plasmatica, com conseqliente interrupcao de continuidade
da mesma (Peters et al., 1991, Liu et al., 1995; Rukavina et al. 2000; Stepp et al., 2000).

Na analise correlativa de imagens, a desestruturagao com perda de conteudo dos
granulos observados em microscopia eletrénica, deve corresponder aquelas imagens das
células uNK alteradas, cuja reatividade para com a lectina DBA era reduzida ou ausente

no citoplasma, quando observada em microscopia de luz.
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A reagdo com o anticorpo anti-perforina demonstrou a imuno expressdo nos
granulos citoplasmaticos das células uNK presentes no Utero gestante normal. O fato
desta reatividade mostrar-se drasticamente reduzida nas uNK dos sitios lesionados &
sugestivo da perda de perforina, com possivel liberagéo através da exocitose. Por outro
lado, a reacao predominantemente no perimetro dos granulos pela anti-catepsina D é
consistente com a constituicdo dos granulos das uNK, onde o capuz periférico é o
dominio do compartimento lisossomal. Esta marcacdo periférica ndo foi alterada
significativamente nas uNK dos sitios lesionados, sugerindo um comprometimento menor
do compartimento lisosomal durante a desestruturagao dos granulos.

As alteragbes da composicao e forma dos granulos lisossomo-secretores das
células uNK foram constadas também através da citoquimica ultra-estrutural para o
conteldo de proteoglicanos, com o emprego de azul cuprolinico que reage com
glicosaminoglicanos dos proteoglicanos (Scott, 1988; Schumacher & Adam, 1994). Os
resultados revelam a presenca de proteoglicanos nos granulos lisossomo-secretores das
uNK presentes no utero durante a gestacao normal, porém esta reatividade reduziu-se ou
tornou-se totalmente negativa nos granulos das uNK dos animais que tiveram sitios
embrionarios lesionados.

A presenca de proteoglicanos em granulos foi descrita em diversas células da
linhagem hematopoiética (Kolset & Gallanger, 1990). Os proteoglicanos, em especial os
serglicins, tém sido descritos nos granulos das células citotéxicas (Schimidt et al., 1985:
Masson et al, 1990; Raja et al, 2002; Raja et al., 2003). As cargas negativas dos
proteoglicanos em meio ao pH acido promovem a ligagdo de moléculas catiénicas com a
compactacao do conteudo dos granulos sendo um eficiente meio de estocagem destas
moléculas (Kolset et al. 2004). Além disso, a ligacao eletrostatica com os proteoglicanos
em pH acido mantém as moléculas citoliticas, como a perforina ou as proteases, inativas
no interior dos granulos celulares, sendo liberadas do complexo e tornado-se bioativas
somente no meio extra-celular em pH alcalino (Masson et al., 1990, Kolset et al., 2004).
Nos granulos das células citotoxicas (NK e CTL), os proteoglicanos apresentam uma
propriedade adicional onde o complexo proteoglicano-perforina-granzima formado é
funcionalmente mais efetivo na indugao da apoptose das células alvo do que a perforina

ou a granzima isoladamente (Raja et al., 2002 e 2003).
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Desta forma, a reducao ou perda da marcagao pelo azul cuprolinico nos granulos
das uNK em animais com sitios lesionados sugere a perda de proteoglicanos dos
granulos. O fato de ocorrer a redugdo na marcagédo com perforina nestes mesmos
periodos, sugere fortemente a ocorréncia de degranulagdo das uNK em resposta a lesao
embrionaria.

Contudo, nas extensivas analises ultra-estruturais nao foram constatadas imagens
representativas da ocorréncia de exocitose nas uNK. Isto & nao foram encontrados
granulos com contigliidade com o meio extra-celular que caracterizassem uma secrecao
do tipo merocrina. Além disso, como conseqliéncia direta da extensiva degranulagao por
exocitose do conjunto de células uNK presentes na area do endométrio decidualizado, se
ativado todo o seu potencial citolitico, deveria resultar na degeneracao de todos os
tecidos desta area. Também ndo se conhece quais possiveis inibidores poderiam estar
presentes neste ambiente uterino que promovessem a supressao das agdes citoliticas. Os
periodos de experimentos pos-leséo utilizados no presente trabalho, que se estenderam
somente até 1 hora, ndo permitiriam acompanhar o efeito de tal agado citolitica, porém,
mesmo nos experimentos de Roman (2001) que observou até 24 horas pés-leséo, nao ha
relatos de tal ocorréncia.

Pela incidéncia especifica na gestacdo e a localizacao estratégica das uNK na
interface materno-fetal, postula-se que os potenciais alvos da agdo citolitica destas
células seriam as células trofoblasticas, em um mecanismo de contengdo da sua
invasividade ou para eliminar trofoblastos aberrantes (Stewart, 1984; Head, 1996). De fato,
as células cNK sao capazes de lisar células alvos que ndo expressam ou que apresentem
alteragbes no complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe | ou HLA (human
leukocyte antigen) anémalos. Porém, no caso das células trofoblasticas, este mecanismo
nao seria efetivo pelo fato dessas células expressarem apenas HLA-E e HLA-G que sao
ligantes dos receptores inibitérios da atividade litica (KIR) das células NK e nao as
ativadoras da acao litica (Loke & King, 2000). Além disso, as células uNK nao expressam
a molécula CD16, que é o receptor responsavel pelo desencadeamento da citotoxidade
mediada por células dependente da expressdo de imunoglobulinas como ligante
(Rukavina et al., 2000; Loke & King, 2000). Por conseguinte, as uNK presentes no

ambiente uterino durante a gestagdo normal apresentam o mecanismo necessario para
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reconhecer e tolerar o trofoblasto que reveste integralmente o embrido, ndo ativando
qualguer mecanismo citolitico espontaneamente.

Os nossos resultados evidenciaram que células uNK cujos granulos se alteram em
decorréncia da lesdo embrionaria, ndo realizam migragdes para atingir células alvos,
como as células trofoblasticas ou o préprio embrido, sendo evidente a permanéncia nos
locais onde a principio elas estavam no utero normal.

Esta aparente imobilidade das uNK com perda do conteudo citolitico dos granulos,
sob o efeito do embriao lesionado, contradiz com o paradigma do mecanismo da acao
citotoxica das NK. Isto é, as células cNK, assim como o linfécito T citotéxico (CTL) séo
contato-dependentes na promocao da exocitose do seu conteudo granular. A liberagcao
deste conteudo no espago intercelular entre a celula citotoxica e a célula alvo permite a
atuacao sinérgica de perforina, granzimas e enzimas lisosomais, resultando na
penetracado destas moléculas no citoplasma e nucleo da célula alvo (Peters ef al, 1991;
Trapani, 1998).

Ha dois mecanismos que desencadeiam eventos citotoxicos, tanto em CTL quanto
em células NK, que resultam na indugao da apoptose da ceélula alvo (Blink et al. 1999). O
primeiro € a via dependente de Fas, que envolve ligagao na superficie celular de Fas/Fas
ligante para estimular a sinalizacdo de uma cascata enzimatica dentro da célula alvo,
levando-a a morte. As células NK utilizam predominantemente a via da exocitose do
conteudo granular que envolve a liberagdo controlada de conteudos granulares na
superficie celular da célula alvo. Esta via da exocitose apos contato, presume a migracao
das uNK para junto da célula alvo em potencial para promover o contato fisico, o que
aparentemente ndo ocorre neste modelo experimental de lesdo embrionaria.

Conforme salientado anteriormente, as analises ultra-estruturais nao mostraram
imagens representativas da ocorréncia de exocitose nas uNK dos sitios lesionados e as
células do estroma endometrial encontradas ao redor das uNK aparentemente ndo
sofreram a acéo citolitica ou citotoxica. Por estes resultados, embora algumas evidéncias
apontem para a ativagao do potencial citolitico das células uNK, outros nao confirmam tal
acao.

Estas observacées sugerem para as uNK um mecanismo alternativo, néo
convencional de exocitose, na modulagéo das suas atividades no utero gestante, inclusive

na liberacao do conteudo citolitico dos seus granulos.
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Por outro lado, algumas células da linhagem hematopoética atuantes em
respostas inflamatorias tais como eosinofilos e mastdcitos, apresentam um mecanismo de
liberacado de citocinas e mediadores quimicos através do processo denominado piecemeal
degranulation (PMD) (Erjefalt et al., 1988; Lacy, 1998; Dvorak, 1998; Logan et al., 2003,
Crivellato et al,, 2003). Este processo consiste na liberagdo de pequenas vesiculas
contendo mediadores e citocinas originarias dos granulos secretores, podendo esvaziar o
conteudo destes granulos, sem que ocorra a exocitose do mesmo (Crivellato et al., 2003).
De acordo com Crivellato e colaboradores (2003), em mastociros e eosindfilos o volume
dos granulos que sofreram o processo de PMD, na maioria das vezes expandem na
medida em que o seu conteudo se esvazia, podendo ocorrer ainda fusao destes granulos.
Alem disso, os granulos que sofrem este processo podem coexistir com granulos normais
na celula ativada.

Estas observacdées do processo de PMD sdo muito semelhantes aquelas
encontradas nos granulos das células uNK pos-lesdo, sugerindo a ocorréncia deste
processo nestas celulas.

A fungdo imunomoduladora das uNK é promovida através da sintese e secregao
de inumeras citocinas, tais como o IFN-y e VEGF (vascular endothelial growth factor)
(Croy et al., 2000; Wang et al., 2000; Ashkar et al., 2000) e mediadores quimicos como o
oxido nitrico (NO) (Wang et al.,, 2000, Burnett & Hunt, 2000). Nao ha relatos se estes
mediadores sao armazenados nos granulos da uNK e no presente experimento nao foram
realizados estudos que permitam esta comprovacao, porém, a expressao de VEGF e NO
pelas células uNK e sua possivel liberagdo em niveis elevados podem estar relacionados
com a hiperemia que ocorre na regido mesometrial imediatamente apdés a lesao
embrionaria.

Pelas analises realizadas neste experimento ndao se pode determinar qual fator
primario tem a capacidade para induzir as alteracées nos granulos das uNK, ou se esta
alteracdo estd diretamente relacionada com a hiperemia observada nos sitios
embrionarios. Esta interpretacdo torna-se particularmente dificii em se tratando do
ambiente uterino gestante que apresenta uma complexa rede de dialogos entre células e
células-citocinas. Porém, o modelo de lesdo embrionaria mostrou uma dinamica de
resposta do ambiente uterino que envolve a participagdo das ceélulas uNK em

mecanismos ainda pouco esclarecidos. Estudos aprofundados utilizando este modelo
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experimental deverao auxiliar na compreensdo destes mecanismos de atuacio,
contribuindo na elucidagdo de alguns dos mecanismos que resultam na interrupcao de
gestacao.
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6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos no presente experimento, pode-se concluir que:

1)

9)

6)

A lesdo embrionaria em camundongos provoca reacdo hiperémica na regido
mesometrial dos sitios embrionarios a partir de 10 minutos pés-lesdo, a qual se

intensifica com o decorrer do periodo pds-lesao.

As alteracoes nas células uNK decorrente da lesao embrionaria sdo verificadas
inicialmente nos subtipos mais diferenciados ja aos 10 minutos pés-lesao,
caracterizando uma resposta aguda e imediata destas células frente a

anormalidade do ambiente uterino provocada pela lesao do embrido.

As formas menos diferenciadas das uNK sado rapidamente mobilizadas no seu

processo de maturacao sob o estimulo da leséo embrionaria.

As alteracdes nas células uNK mais proeminentes foram a perda do conteudo dos
granulos citoplasmaticas e descontinuidade da marcacao na superficie celular pela
lectina DBA.

A desestruturagao dos granulos acomete tanto o compartimento lisosomal quanto
o secretor. Porém, a manutencdo da reatividade a catepsina D sugere que o

compartimento lisosomal embora afetado, mantenha a sua atividade funcional.

A perda do conteudo nos granulos lisossomo-secretores das uNK acomete
fundamentalmente o compartimento secretor 10 minutos apoés a lesdo. Esta perda
se acentua com o decorrer do periodo pés-lesdo e sugere a degranulagao do

complexo perforina-proteoglicano.

Apesar da aparente perda do conteudo citolitico dos granulos, nao houve
evidéncias de uma lise generalizada das células adjacentes as células uNK

alteradas.

Embora as células uNK possuam um arsenal citolitico nos granulos e seja
verificada a sua perda, nao esta confirmada a ocorréncia da exocitose classica

como mecanismo de liberagao deste conteudo.
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7. DOCUMENTAGAOQO FOTOGRAFICA



Figura 1 — Fotomicrografia de um corte transversal do sitio de implantagao
embrionaria de camundongo no 9°dg normal. Notar a distribuicdo de células uNK na
regiao mesometrial, ocupando a area do miométro (m), do endometrio nao-decidualizado
(e) e do endométrio decidualizado (d). Embrido (E) ocupando a regiao antimesometrial.
Reacao citoquimica com lectina DBA. Barra = 300pm.

Figuras 2 a 5 — Fotomicrografias mostrando detalhe de células uNK dos sub-tipos
| a IV, respectivamente. Notar a reagdo positiva com lectina DBA na superficie celular e

nos granulos citoplasmaticos. G = area do Complexo de Golgi. Barra = Sum.
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Figura 6 — Fotomicrografia de sitio de implantagdo embrionaria no 9° dg apds 30
min. da lesdo. Observar ruptura da membrana amnidtica (seta) e as células uNK
distribuidas na regi&o mesometrial ocupando a area do miométro (m), endométrio nao
decidualizado (e), endométrio decidualizado (d). Reagéo citoquimica com lectina DBA.

Barra = 300um.

Figura 7 — Fotomicrografia mostrando detalhe da célula uNK presente no sitio
embrionario lesionado (10 minutos pds-lesdo) na area do endométrio decidualizado, com
alteracao de Categoria |. Notar a fraca marcagdo na superficie celular e reducdo na
intensidade de marcacéo dos granulos citoplasmaticos. Reacado citoquimica com lectina
DBA. Barra = 5um.

Figura 8 - Fotomicrografia mostrando detalhe da célula uNK presente no sitio
embrionario lesionado (30 minutos pés-lesdo) na area do endométrio decidualizado, com
alteraca@o de Categoria Il. Notar a marcagéo positiva descontinua na superficie celular e o
padrao areolar no perimetro das vesiculas (setas), algumas confluentes, presentes no

citoplasma. Reagéo citoquimica com lectina DBA. Barra = 5pm.

Figura 9 - Fotomicrografia mostrando detalhe da célula uNK presente no sitio
embrionario lesicnado (30 minutos pés-lesdo) na area do endométrio decidualizado, com
alteracao de Categoria lll. Notar a marcacao positiva descontinua na superficie celular e o
padrao areolar no perimetro de vesiculas confluentes (setas) presentes no citoplasma.
Algumas vesiculas (v) apresentam-se totalmente negativas e destituidas de contetdo.

Reacao citoquimica com lectina DBA. Barra = 5um.
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Figura 10 - Eletromicrografia de célula uNK do sub-tipo I, semelhante a um
linfocito, sem gréanulos. Area do miométrio da regido mesometrial de Gtero no 9° dg normal.

Barra = 1,5 um.

Figura 11 - Eletromicrografia de uNK do sub-tipo I, exibindo nucleo com
cromatina pouco condensada e nucléolo evidente. Citoplasma com poucas organelas
membranosas e alguns granulos lisossomo-secretores (g). Area do endométrio nao

decidualizado da regiao mesometrial do utero no 9° dg normal. Barra = 3,5 um.

Figura 12 - Eletromicrografia de uNK do sub-tipo Ill, com nucleo contendo
cromatina pouco condensada. Citoplasma com reticulo endoplasmatico granular e
complexo de GColgi desenvolvidos. Notar o maior numero de granulos de duplo
compartimento (g) caracteristico em seu citoplasma. Area do endométrio decidualizado

com células deciduais (d) na regido mesometrial do utero no 9° dg normal. Barra = 3,5 um.

Figura 13 - Eletromicrografia de uNK do sub-tipo IV, exibindo granulos de
contorno irregular e com variagdes na eletrodensidade (*). Notar nucleo com cromatina
descondensada. Area do endométrio decidualizado com células deciduais (d) na regido

mesometrial do utero no 9° dg normal. Barra = 6,0 um.

Figura 14 - Eletromicrografia mostrando detalhe do granulo lisossomo-secretor de
uma célula uNK do sub-tipo Ill, evidenciando o duplo compartimento com a area do capuz

de microvesiculas membranosas (v) e o compartimento central mais homogéneo € menos

eletrondenso (*). Barra = 1,0 um.
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Figura 15 - Eletromicrografia de uNK do sub-tipo Ill, presente na area do
endométrio decidualizado de sitio de implantagdo embrionario lesionado. Notar a
presenca de varios granulos desestruturados (setas) eletrotranslucidos ao lado de outros

de morfologia aparentemente inalterada. Barra = 4,5 um.

Figura 16 — Eletromicrografia de granulos integros (g) ao lado de um granulo
alterado exibindo descontinuidade na membrana (seta), descompactacéo e evasao das
microvesiculas do capuz (v) e regido secretora eletronlicida (*). Area do endométrio

decidualizado de sitio de implantacao embrionario lesionado. Barra = 0,7 um.

Figuras 17 e 18- Eletromicrografias de granulos alterados e fusionados (f)
exibindo as areas do compartimento central nitidamente extraidas e pouco homogéneas
(*). Areas do endométrio decidualizado de sitio de implantacdo embrionario. Barras = 2,6

um e 0,8 um, respectivamente.

Figura 19 — Eletromicrografia de area citoplasmatica com granulos remanescentes
(*) sem delimitagdo por membrana, ao lado de um granulo de morfologia normal (g). Area
do endométrio decidualizado de sitio de implantagdo embrionario lesionado. Barra = 1,5

pm.

Figura 20 — Eletromicrografia de uNK do sub-tipo lll contendo granulos com
diferentes alteracdes (setas) e outros de morfologia intacta (g). Area do endométrio

decidualizado de sitio de implantagéo embrionario. Barra = 3,5 um.
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Figuras 21a e 21b — Microscopia de fluorescéncia em area do miométrio da regiao
mesometrial do utero no 9° dg normal, mostrando dupla-marcacao de células uNK do sub-
tipo | lectina DBA positiva (fig. 21a) e anti-catepsina D negativa (fig 21b). Barra = 100um.

Figuras 22a e 22b — Microscopia de fluorescéncia em area do endométrio nao
decidualizado da regiao mesometrial do utero no 9° dg normal, com dupla marcacéo de
células uNK dos sub-tipos Il e Ill. Notar a reacéo lectina DBA positiva na superficie celular
e nos granulos (fig. 22a) e anti-catepsina D positiva (fig. 22b) nos granulos das mesmas

celulas. Barra = 100um.

Figuras 23 e 24 - Fotomicrografias de reacdo por imunoperoxidase com anti-
catepsina D. Observar reacdo positiva em forma de halos no citoplasma, junto ao
perimetro dos granulos da célula uNK de animal normal (fig. 23). Nas uNK de sitios apds
30 min. da lesao (fig. 24), o padrdao areolar se mantém nos granulos que aparentam

coalescéncia. Barra = 10um.
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Figura 25 a-i — Microscopia de fluorescéncia com reacdo citoquimica para
lectina DBA (a,d,g) e imunocitoquimica para anti-perforina (b,e,h) e colocalizagao
DBA/perforina (c.f,i) em células uNK localizadas na area do endométrio decidualizado de
utero em gestacao normal (a,b,c) e apés 30 minutos de lesdo (d,e,f) apresentando uma
drastica reducéo na reatividade tanto para a anti-perforina quanto para a lectina DBA. No
periodo de 60 minutos pds-lesado, algumas células uNK localizadas na area do endométrio
nao-decidualizado apresentam reatividade para lectina DBA e fraca reatividade para a

anti-perforina (g,h,i). Barra = 10um.
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Figura 26 — Eletromicrografia de reagdo citoquimica com azul cuprolinico em
animais normais, com presenca de proteoglicanos distribuidos na area central dos

granulos. Notar as diferencas de intensidade na marcacao entre os granulos na mesma

célula uNK. Barra = 1,0um.

Figuras 27 a 29 — Eletromicrografias mostrando detalhes de granulos lisossomo-
secretores de células uNK de animais em gestacdo normal submetidos a reacao
citoquimica de azul cuprolinico. Observar variagdes no padrdo de organizacao e
compactacao de proteoglicanos na mesma célula (fig. 26). Ha granulos cujo conteudo é
negativo (fig. 27) para o azul cuprolinico ou pouco reativo (fig. 28) e outros intensamente

positivos (fig. 29). Barras = 260 nm , 336 nm e 336 nm, respectivamente.
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Figuras 30 a 33— Eletromicrografias de células uNK, procedentes de animais com
lesdo embrionaria, submetidas a reacdo citoquimica com azul cuprolinico. Notar
que a regiao central da maioria dos granulos mostra redugcao na intensidade de
reagao com o azul cuprolinico, sendo comum a presenca de granulos totalmente
negativos (fig 31), lado a lado com outros que mantém o conteudo de
proteoglicanos (fig. 32). Alguns granulos apresentam distribuicdo pouco
homogénea no compartimento central, sendo as areas mais eletrondensas mais

reativas ao azul cuprolinico. Barras = 1,5 um (fig. 30) e 0,9 um (Fig. 31 a 33).
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