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RESUMO

Purante a gestaclo de roedores é observade, na regifio mesometrial de cada
sitic de gesenvolvimento embrionario, um aclimule fransitério de células linfocitarias da
finhagem natural kifler (NK). Estas células Natural Killer de ambiente uterine (NK-u)
apesar de expressarem antigenos de superficie semelhante as demais Nk, ndo
desencadeiam a afividade citolitica como as Nk de sangue circulante. Este
comportamento peculiar ndo fol ainda explicado o que vem dificultando a compreenséo
das possivels participacbes destas células na imunclogia da reproducéo.

A citoguimica de lectina DBA (Dolichos bifforus agglutin), tem sido utilizada para a
marcacao seletiva das célufas NK-u de camundongos. Uma vez que esta lectina ndo
reage com oulros linfécitos, os glicoconjugados reativos 2 lectina DRA, localizados na
superficie das NK-u, poderiam ser moiéculas especificas desia linhagem celular. Porém
astes glicoconjugados néo foram ainda isolados ou caracterizados.

Neste f{rabalho, propbs-se a oblencBo de anficorpes especificos para o
reconhecimento de células Nku de camundongos além de procurar identificar moléculas
de expressdo especifica destas células. Para tante as células NK-u, isoladas de Uteros
de camundongos prenhes foram utilizadas como indcuic antigénico em machos da
mesma especie. Apenas um dentre os seis camundongos imunizados produziu
anticorpos que reagiram com as células NK-u, por meio de testes imunocitoquimicos. Do
animal receptor que apresentou resposta imune, preduzindo anticorpes reativos as
células NK-u, foram oblidos os linfocitos esplénicos empregados na obtencéo de
hibridomas aftraves da fus8o com células tumorais. Quatre hibridomas foram
selecionados para a2 obtencéo de liquido ascitico contendo anticorpos monoclonais. A
especificidade dos anticorpos obtidos foi avaliada por métodos imunocitoquimicos e
imunoguimicos (westemn blofting).

Entre os guatro ciones seiecionados (2C8.2B8, 2C86.2E4 2C4.1C10 e 2C4.5A10),
dois apresentaram marcagdo tanto na superficie quanto no conteddo citoplasmatico das
NK-u (2C4.1C10, 2C4.5A10), enquanto os outros dois marcaram apenas ¢ conteddo
ciiopiasmatico (2C6.2B9, 2C6.2E4). Pelos iestes imunoquimicos realizados, os
anticorpos produzidos pelos clones 2C4.1C10 e 2C4.5A10 identificaram bandas de 52,0
KDa e 53,8 KDa e os anticorpos dos clones 2C8.2B9 e 2C6.2E4 identificaram uma



banda de 41,4 KDa, que apresentam correspondéncia com bandas positivas a lectina
DBA.

O fato da imunizagds intraespécie, com o usc de células NK-u inteiras ter
resultado na producdo de anticorpos contra estas células, toma-se a orimeira evidéncia
direta de que as células NK-u fazem parte de uma linhagem especifica da gestacio, as
guais expressam moléculas exclusivas, reconhecidas como "non-self’ pelos machos da
mesms espécia.

Dentre o8 clones de hibridomas produtores de anticorpos monoclonais agueles
gue reconhecem esitruturas de superficie das células NK-u podem ser utilizados como
potenciais marcadores dessas células em camundongos, uma vez gue reconhecem
glicoconjugados também reativos a lectina DBA, que seriam expressos exclusivamente
por estas células.



ABSTRACT

During the pregnancy in the rodenis a transient accumulation of natural killer (NK)
cells is seen i the uterus. These cells found in the uterine environment express the
surface aniigen common o circulating NK (cNK) cells, but they do not show some
cytokine receptors and do not lrigger the cytolytic activity during normal pregnancy. Such
a peculiar behavior of uNK cell has not besn fully explained and their role in the
immunoclogy of reproduction is still unclear.

it has been reported the use of DBA (Dolichos biflorus) lectin cytochemistry for
selective staining of mouse uNK cell. Since this lectin does not react with other
lymphocytes, the glycoconjugates reactive to DBA lectin localized on uNK cell surface
could be specific molecules of such a cell lineage. However, the glycoconjugates reactive
to DBA lectin have not been isolated or characterized yet.

The preseni work was proposed to obtain antibodies specific against mouse uNK
cell and looking dentify molecules of specific expression for. In this aim, the whole uNK
cells isolated from pregnant mice uterus were used as antigen and male mice of same
strain, as host. From the animal producing antibodies against mouse uNK cell were
collected the spleen and further processed to isolate the lymphocytes clones producing
the monocional antibody (mAb) and the hybridomas of four clones were produced the
ascites. The specificities of antibodies were evaluated by immunocytochemistry and
immunobiotiing.

Only one among six immunized mice produced antibody against mouse uNK celis
evaluated by immunocytochemistry. Four clones showing twe different labeling pattern by
immunocytochemistry were chosen {o obtain ascites. The two (2C8.2B8, 2C6.2E4) clones
preducing mAB against uNK cell cytoplasm contents showed one positive band (41,4
KDa) in the western blot maiched fo the DBA lectin positive bands. The other two clones
(2C4.1C10 2 2C4.5A10) producing mAb reacting on cell surface and cyioplasm contents
showed two positive bands (52,0 KDa and 53,8 KDa) corresponding to DBA lectin
positive bands.

Therefore, the antibody production against uNK celis after intra-specie inoculation
is the first direct evidence showing uNK ceils as being a cell lineage specific of
pregnancy, which express specific molecules recognized as non-seif by male of the same

sirains. Among the mADb obiained, those reactive to antigen localized on cell surface
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could be used as specific cell marker of uNK once recognize the same glycoconjugates

reactive to DBA lectin that seems to be expressed only by this cell,



1. INTRODUCAO
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1.1 ~Caracteristicas gerais das células NK uterinas

Na regido mesometrial de cada sitio de desenvolvimento embrionaric ou fetal de
roedores ocorre um acumule transitdrio de células linfocitanias da linhagem natural killer
(MK},

Essas células foram inicisimente denominadas células granulosas da gléndula
metrial (GMG) (Selye e Mckeown, 1938; Pesl, 1989), devide & sua iocalizacio anatbmica
& por apresertarem granulos citoplasmaticos em seu citoplasma (Peel, 1989). Pelos
estudos de imuno-fenctipagem foram identificadas como periencentes & linhagem de
linfocitos NK e s&o atualmente denominadas NK uterinas (NK-u) (Croy, 1890}, sendo
porém encontradas na literatura oufras denominagdes tais como "NK deciduais®, “NK
like” e "NK endometriais. Células andlogas as NK-u sdo enconiradas no dlero de oulras
espécies animails além de camundonges e ratos, como porcos {Croy &t al, 1884}, &
macacos {Cardell et gl 1969).

Em camundongos, as NK do ambiente uterino (NK-u) originam-se de linfécitos
precursores oriundos da medula ossea (Peel et al 1883), migram, proliferam e
diferenciam-se na regido mesometrial, predominantemente na area da giéndula metrial e
na decidua basal {Peel et al., 1983, Peel e Stewart, 1984; Stewart, 1981). 880 raramente
encontradas em uteros de camundongos virgens, ou antes da implantacdo, mas
aumentam rapidamente em numerc apds a implantacdoc embriondria (Peel, 1989,
Stewart and Peel, 1981}

Por volta do €° dia de gestagdo (ddg) as NK-u na suz forma imatura s&o
encontradas na regido mesometrial. S8c¢ células menores, sem granulos ou acumuio de
glicogénio no citoplasma (Paffaro Jr eif al, 1988). A maturacdo destas células
caracteriza-se morfologicamente pelo aumento de tamanhc e desenvolvimento de
proeminentes granulos citoplasmaticos (Peel, 1989; Corréa da Silve, 1897, Delgado et al
1996).

Estudos morfoldgicos das células NK-u, plenamente diferenciadas, mosiram
células de formate oval ou esférico com 20 a 50 pm de didmetro, sendo ocasionalmente
binucleadas (Parr e Young, 1980, Corréa da Silva, 1997). Neste estagio elas possuem
citoplasma abundante, contendo glicogénio e granulos citoplasmaticos caracterizados
pelo conteudc PAS positivo diastase resistente (Wislocki et al., 19587, Bulmer, 1968,
Corréa da Silva, 1887). O contetdo dos granulos parece ser idéntico a0 das demais NK,



sendo ideniificadas a perforing, granzimas e uma gama variada de enzimas hidroliticas
lisossomais {Parmr et al., 1990b).

Ao mucroscopio eletrdnico, as células NK-u apresentam complexo de Golgi e
reticulc  endoplasmaticc  rugose  bem  desenvolvidos, além  de grénulos  com
compartimentc duplo. Morfologicaments estes grénulos se caracierizam por um core
central homogéneso e um "cap” periférico elétron-denso. Esies compartimentos também
sdo diferentes funcionaimente, sendo o core central 0 compartimenio secretor e ¢ “cap”
periférico © lsossomal. Por esias caracteristicas, estes granulos sdo denominados
lisossomas secratoras (Peel, 1889; Croy e Kiso, 1893).

Os mecanismos regulatdrios que contribuem para a migracdo, proliferacio,
diferenciacéo e mesmo regressdc das NK-u ainda ndo s@o plenamente conhecidos. A
decidualizacio, mas ndo a presenca do feto seria essencial para estimular a
profiferacao, acumulacac & maturaco de granulos nas células NK-u, uma vez que esias
células est&o presentes no Gtero de animais em pseudo-gestacio (Peel, 1089).

Por volta do 15° ddg as NK-u iniciam um processo de regressdo, diminuindo
gradualmente até o final da gestagdo e desaparecende no dtero pés-parto (Croy et
al.,1997; Corréa da Siiva, 1997). No periods préximo ao pario essas células sofrem
morte celular programada e desaparecem do ambiente uterino, sendo as remanescenies
eliminadas no momento do parto juntamente com a placenta e por isso ndo séo
encontradas no uterc pos-parto (Delgado et al, 1996; Jacobulce), comunicaco pessoal).

Estudos realizados em camundongos imuncdeficientes em células T ¢ B
(8CID/SCID) demonstraram que ndo hé salteracdo na diferenciacdo, aparéncis,
freqléncia e localizagdo das NK-u, guando comparada a camundongos
imunocompetentes, ¢ que comprova gue essas células nao pertencem as linhagens de
linfocitos T ou B (Guimond, 19986). Por outro lado, além da semelhanca fenotipica com as
células NK circulantes (NKc), a comprovagde de que as céluias NKu pertencem a
linhagem NK tem sido demonstrada nos elegantes experimenios de Guimond et al
(1997, 1888) com transplante de linfécifos em animais transgénicos imunodeficientes em
células NK e T (Tge28) e imunodeficientes em células NK, T e B (Rag”ye™).

Em camundongos, as Nk-u migram da parede uterina via vascularizacao matema
para & placenta feial, onde se pressuple gue desempenhem uma interacio citoidxica

com ¢ citotrofoblasto (Stewart, 1984). Sugere-se que a funcdo litica das NK-u seja um



importante fator limitante do potencial invasive dos irofoblastos. (Peel 1989,
Stewart, 1890}, Sugere-se também que =z presenca das NKu no periodo per-
implantacional no endométrio esieja relacionada com a lise do epitélic uterine para
permitir adesdo/invaso das células trofoblasticas (Welsh e Enders, 1983). Além disso,
propde-se & sua participacdo na regbsorgdo de embrides inviaveis (Croy e Kise, 19883) &,
possivelmente, na indugéo de abortos (Clark, 1891).

Estudos recenies salientam 2 hipdiese de que esias células também estejam
relacionadas com o desenvolvimento da placenta. O tamanho da placenia e a auséncia
de células NK-u estdo enire as deficiéncias encontradas em camundongos
imunodeficientes em células NK e linfécitos T (Guimond et al,, 1999). Ensaios realizados
com animais fransgénicos Tge28, mostram que as células NK & ndo os linfécitos Tou B
séo capazes de influenciar o desenvolvimento normal da placenta duranie a gestacio,
particuiarmente pela produgdo do interferon gama (IFNy) (Ashkar and Croy, 19898).
Anomalias semeihantes durante a gestacdo foram consizladas em camundongos
deficientes na producio de IFNy (Ashkar and Croy, 1999). Presume-se, portanto, que a
presenca de celulas NK competentes é requerida em cada compartimentc materno e
fetal, para otimizar o crescimento da placenta (Guimond.et. al., 1999).

1.2 — Natural Killer X Natural Killer uterinas. Semelhangas ¢ diferencas

Celulas NK constituem uma populacgéo de linfécitos gue se distingue das demais
devido & auséncia de receptores encontrados em células T e B (Trinchieri, 1989). Podem
lisar espontaneamente certas células tumorais e células infectadas por virus, sem uma
sensibilizacao prévia. O mecanismo molecular gue permite que as células NK ‘lisem”
outras celulas baseia-se em receptores inibidores KIR (kifler inhibitory receptor) e
ativadores KAR (killer activator recepior), presentes em sua superficie. As NK possuem
receptores que reconhecem molécuias da classe | do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) expressas em células normais. A perda de expresséo de um
ou mais alelos do MHC da classe | ou a expresséo de guantidade insuficiente de
moléculas classe | permite que as NK lisem a célula alvo (Trinchieri, 1989; Ljunggren and
Karre, 1990). A capacidade litica das células NK & atribuida a liberagéo do contetido dos
granuios por mecanismo de exocitose, apds o reconhecimento das células alve pelas NK

mediade por receplorss de membrana (Trinchier, 1889). Desta forma, as células NK
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atuam na imunidade inata ¢ adaptativa, desempenhando ndo sé uma funcgéo litica mas
também produzinde inumeras citocinas (Trinchieri, 1988, Kurago et al, 18838}

As NK-u expressam, em sua superficie, alguns marcadores comuns as céiulas
Matural Killer, iais como: asialo-GM1, Ly-48G2 (LGL-1), NK1.1, Thy-1, FcR, 4H12,
CD45 (Parr et gl 1890b; Bemard et al,, 1878; Mukhtar et al., 1889, Redline e Lu, 1889,
Linnemeyer g Hamilton, 1880; Crov & Kiso, 1893

Asialc-GM1 & um glicoconjugado (esfingosidio), expresso em alios niveis pelas
NK de camundongos (Kassai et al.,, 1980). Segundo revisdo feita por Lai et al.(1988)
sobre antigenos de superficie de células de camundongos, © marcador Thy-1 € uma
proteina transmembrana “GPilinked”, gue tem como possivel funcdo a ativacdo de
linfocitos 7. A molécula NKL1 (NKR-P1C em camundongos) é uma proteina integral do
tipo Il Sua expressdo esid relacionada com a habilidade de lisar céiulas tumorais “in
vitro" @ mediar a reacdo de rejeicdo de aloenxerios de medula éssea (Yokoyamas et al|
1989, Yokoyama ef al.,, 1983). A molécula LGL-1 € um homodimero ligado por pontes de
dissuifeto, expresso por um subgrupo de células NK de camundongos que é aliaments
homdloga aa moleculas da familia Ly-49. Células NK, ativadas por IL-2- difere seu
comportamento de acordo com a expresséao de LGL-1 (Mason et al.. 1988).

As céluias NK-u de humanos s&o fenotipicamente e funcionalmente diferentes
das NK do sangue circulante (NKc). Elas sdo CD56"/ CD16, enquanto as NKc de
sangue periférico sdo CD56'/CD16™ (Nagler et al., 1989; Jones et al., 1997). D56 é
uma isoforma da molécula de adesio neural N-CAM e sua fungéo nas células NK é
desconhecida (Lanier et al., 1991). CD16 ¢ o receptor de baixa afinidade pela porgéo Fc
de igG {imunoglobulina) e & usado pelas NK para reconhecer células coberias por
anticorpos na citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos (ADCC)
{(Mandelboim et ai., 1898).

As NK expressam receptores CDO4/NKGA que sdo proteinas heterodimeéricas,
transmembrana do lipo H, que se ligam a moléculas nao-ciassicas do HLA-E. Este
receptor, considerade iniciaimente apenas como um recepior inibitdric, também tem a
capacidade de ativar as NK, dependendo dos diferentes membros da familia dos NKG2,
gue se ligam & molécula de CD94 (Perez et al., 1296; Carretero et al., 1997, Houchins &t
al., 1997). As ceélulas NKu de humanos, assim como as demais NK, expressam

receptores KiR (Kifler inibitory receptori gue sdo proteinas transmembrana do tipo |



{Lanier, 1898), as gquais reconhecem as moléculas dos HLA-G e HLA-E do MHC
expressas pelos trofoblastos. Dessa forma a inleragdo entre as células NK-u e os
trofobiastos pode ser um importante mecanismo envolvido na toleréncia materno fetal,
pelc gual a mae controla 2 implaniacdo da placenta alogénica (King et al, 2000). A
molécula Ly-48 € ¢ correspondente do KIR em camundongos.

As NK-u diferem das demais células NKc ainda guanito & composico das
citocinas secretadas e quantc 2 resposta frente a estimulo por citocinas. Enguanto as
células NK secretam, GM-CSF (fator estimulador de coibnia Granulocito-Macréfago),
IL({interfeucina)-3, 1L-5 (Cuturi et al., 1989; Warren et al., 1995), as NK-u secretam
cifocinas, ials como iL-1, CSF-1 e LIF (fator inibidor de leucemia) (Pollard, 1991, Croy et
al 1991b, Guilbert et ai, 1993). Estudos feitos por Croy e colaboradores (1891b) ndo
detectaram a expresszo de -2, iL-3, iL-4, IL-8, IL-7, G-CSF, TNF{fator de necrose
tumoraije, TNFE em NKu de camundongos, porém em relatos mais recentes, Parr e
colaboradores (1995}, demonstraram a producdo de TNFo pelas NK do ambiente
ytering.

As NK-¢ ainda s&o influenciadas por uma variedade de citocinas como 1L-1, IL-2,
IL-10 e iL-12. Possuem citotoxicidade espontanea e “in vitro” tém a capacidade de lisar,
espontaneamente, células de mieloma YAC-1 e P815 (Trienchieri, 1989; Stewart, 1991:
Warren, 1996). Além disso, esta capacidade citolitica & aumentada na presenca de 1L-2.
As NK-u, por sua vez, ndo possuem essa capacidade citolitica espontanea, mesmo na
presenca de IL-2 (Croy e Kassouf, 1989, Parr et al., 1990a; Linnemeyer e Pollack, 1991;
Stewart e Peel, 1993; Croy e Kiso, 1993).

Ye e colaboradores (1896) também sugerem que a IL-2 ndo estd envolvida na
diferenciacao das NK-u como ocorre com as células NK. Dados recentes sugerem que
IL-15 no Gtero tenha um importante papel na promocdo da sobrevivéncia e expansio
das células NK-u, sem, no entanto, induzir sua atividade citotéxica (Verma et al, 2000).

S&o ainda expressos pelas NK-u, genes para a producio de matriz extracelular
{Nomura et al., 1988, Braga e Gendler, 1993), proteinas citoliticas e enzimas hidroliticas
{Croy et al., 1991c; Parr et al., 1991; Straatsburg e Gossrau, 1994) além de citocinas e
receptores para citocinas (Croy et al., 1891b; Hunt, 1994). As secrecbes de proteinas da
matriz extracelular e citocinas podem estar relacionadas com a migracdo desitas células

ne utero (Wegmaman e Guilbert, 1982; Croy et al., 1993; Yelian et al. 1993). Numerosas



projegbes citoplasmaticas, de varias formas e tamanhos, s3o também indicios da
habilidade migratoria das NK-u (Mukhiar e Stewart, 1993). Wang e colaboradores (2000)
demonstraram a express&o do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pelas
NK-u, sugerindo gue estas células tenham funcdo na angiogensse do Gtero & da
placenta.

Como as NK-u possuem em seus granuios, perforing e serina esterases,
proteinas comuns aos linfécitos citoliticos (NK e LAK - lymphokine active kilier cell), que
lisam células tumorais e infectadas por virus (Zheng st al, 1991b), espera-se igual
competénela  funcional das  NK-u.  Estas células, porém, ndc medsiam,
esponianeaments, a lise de células alvo “in vitro®, comumente utilizadas para ensaios
citoliticos de NK, em geral {Croy e Kassouf, 1889; Parr et al, 1890} A baixa
citotoxicidade natural apresentada pelas NK-u humanas pode ser devido a auséneia de
expressdo do receptor CD18, este, um polente indutor da atividade litica das NK
(Biassoni et al., 1998).

Estudos “in vitre” realizados por Webster e Stewart (1997) sugerem a exocitose
do conteudo granular das NK-u durante a citdlise de células Wehi 164. Stewart and Pesl
{1999) demonstraram, em ensaios citoliticos entre as células NK-u e as células alvo
Wehi 164, gue 0 mecanismo de citotoxicidade ocorre pelo intimo contato célulascélula,
com a liberagéoe, pela célula efefora, de uma alta concentracdo de Fator de Necrose
Tumeral (TNFa) sobre a superficie das células alve. O uso de anticorpos anti-TNFa
diminui o efeito citoidxico das NK-u sobre as células alvo.

Constata-se, portanto, que se de por um lado, as NK-u sdo fenotipicamente
semelhantes as células NK em geral, por outro lado, evidencia-se gue as NK-u
apreseniam um comportamento préoprio, distinto das demais NK. Tais caracteristicas
podem ser decorrentes da express@o génica peculiar nestas células que determinam o
mecanismo de ativacdofsupressdo altamente controlade e especifico no ambiente
uterino. Presume-se, assim, gue as NK-u possam expressar um ou mais receptores de
membrana que isoladamente ou em conjunfc determinem este comportamento
especifico, 0s quais ndo seriam expressos pelas NK-¢c. Porém, até o momento, ndo tem
sido identificada qualquer molécula especifica, ou ainda, qualguer marcador especifico
{(anticorpos) para as NKu.,



As tentativas de obtencdo de anticorpos monocionais produzidos em rato contra
células NK-u de camundonge demonstraram que {als anticorpos nao eram especificos 2
linhagem NK-u, apresentando reaco cruzada com oulras linhagens linfocitdrias {céluias
T e NK) (Stewsart et al., 1894). Trabalhos antericres (Corréz da Silva e colaboradorss,
1986; Corréa da Siiva, 1997) @ outros em andamento deste laboratério vém utilizando,
com sucesso, a leclina DBA (Dolichos biflorus agglutiny nps métodos citoguimicos para
marcacao seletiva das NK-u de camundongos. Pela citogquimica ultra estrutural, sdo
observadas reacbes positivas, tanto no conteudo granular quanto na superficie celular
{Corréa da Silva, 1897). Esta reatividade na superficie celular também € observada nas
formas imaturas de NK-u, isto &, sem conteGdo granular (Paffaro Jr, comunicacio
pessoal). Esia leciina ndo apresenta reacdo positiva para oufras populacbes linfocitarias
presentes nos Orgdos linfdides priméarios e secundérios, exceio nos grénulos de células
NK espiénicas (Haraguchi, et al., 1889).

Fresume-se assim gque 05 glicoconjugados DRA reativos, presentes na superficie
das celulas NK-u, cuja natureza ainda € desconhecida, seiam moléculas de expressdo
especifica destas células.

1.3 - Hipoteses

Vérias evidéncias indiretas indicam a existénica de uma populacéc de células NK
enconiradas exciusivamente no utero (NKu), durante a gestacao, gue diferem daguelas
enconfradas no sangue circulante (NKcl Denire essas evidéncias, a reafividade
altamente seletiva da lectina DBA {Dolichos biflorus) com glicoconjugados presentes na
superficie celular parece ser a mais promissora para se identificar uma molécula de
expressdc especifica das células NKu em camundongos. Como os glicoconjugados
presentes no citoplasma sio igualimenie reativos nas NK esplénicas {Haraguchi, et
al. 1899), o interesse maior restringe-se agueles glicoconjugados expressos na
superficie celular.

Tal glicoconjugade da superficie celular seria um potencial marcador espacifice
das células NKu de camundongos e a obtencdo de anticorpos especificos para tal
molécula, assim como a elucidagdo da sua funcdo nestas células, seriz do malor
interesse para © prosseguimento dos estudos relacionados com a imuncicgia da

reproducdo. Porém, ndo se tendo & caraclierizacdo bioguimica do conjunic de



glicoconjugados realives a lectina DBA, torna-se impossivel identificar gqual
glicoconjugado deveria ser isolado e purificado, para iniciaimente ser utilizado como
indculo antigénico na obtencéo de anticorpos.

O conceito imunoldgico basico preconiza que cada individuo imunccompetente é
capaz de discemir entre o propric @ o n&o propric (Abbas et al, 1998). Tentativas
anteriores (Stewart et al., 1994) utilizando células NKu integras de camundongos como
inbculos para imunizac&o em rato foram bem sucedidas, porém foram obtidos anticorpos
monoclonais de espectro amplo que reconheciam nao apenas células NKu, mas também
infocitos T. Tal resposta & compreensivel, considerando-se que a imunizagio
interespécie com celulas totals, contém inUmeras moléculas antigénicas, estas capazes
de serem reconhecidas prontamente como ndo préprias pelo animal imunizado.

Frenie a esses dados & partindo do pressuposto de gque as células NKu
expressam moléculas especificas nac comuns as demais NK, foi proposto a imunizacio
com células Ni-u totais de camundongos, em machos da mesma espécie. Presume-se
ainda gue mesmo com a inoculacdo inlra-espécie, em ocorrende a resposia imune do
receptor, esta seria com a ativacdo de clones linfocitarios produtores de anticorpos
especificos para as moleculas de expressdo exclusiva das NK-u, mas ndoc para as NK
em geral.

Para tanto, no presente trabalho, foram idealizados e desenvolvidos protocoios
para a obtencdo de céluias NKu isoladas de camundongos, inoculadas em machos da

mesma especie para obtencao de anticorpos especificos para estas células.



10

2. OBJETIVOS
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2.1 - Geral

ObtengBe de anticorpos para reconhecimente de anfigenos de expressdo
especifica das celulas NK-u de camundongos.

2.2 - Especificos
- Avaliar a universalidade da expressdo de glicoconjugados de superficie, reativos
a lectina DBA, em células NK-u de diferentes iinhagens de camundongos.
- Estabelecer uma estratégia de imunizacdo, direcionada 2 obtencio de
anticorpos  especificos contra antigenos presentes nas células NK-u de
camundongos.
- Caracterizar os clones linfocitdarios quanto & especificidade dos anticorpos
produzidos, por maio de métodos imunoguimicos e imunocitogquimicos.



3. MATERIAIS E METODOS



13

3.1 - Animais

Foram uiilizados camundongos fémeas das linhagens Swiss, BALB/c, CBA-J,
DBA-2, BJL e CE7BL/S, com idade aproximadamente de 12 a 16 semanas, provenieniss
do CEMIB/UNICAMP.

Para g obtencéo de animais com periodo de gestacdo conhecida, fémeas virgens
forarm acasaladas com machos de suas respeciivas linhagens e a2 manhé do dia em gue
era encontrado ¢ tampdo vaginal fol considerado o primeire dia de gestacdo (ddg).

Camundongos machos specific pathogen free (SPF) da linhagem BALB/c, de 8 &
10 semanas de idade destinados a imunizacio, procedentes do CEMIB/UNICAMP, foram
mantidos nc Biotéric SPF do Deparfamentc de WMicrobiclegia e imunoclogia —~

IR/UNICAMP, durants o periodo que compreendeu os procedimentos de imunizacéo.

3.2 - Coleta e processamenio histotécnico

Fragmentos de iecidos de fémeas prenhes no 9%dg, das linhagens Swiss,
Balb/c,CBA-J, DBA-2, SJL e C57BL/E, assim como de fémeas virgens foram

processados para embebicdo em parafina, conforme 0s procedimentos a seguir,

3.2.1 - Fixacéo por perfusdc & embebicdc em parafina

Foi utilizada a solugao fixadora constituida de paraformaldeido 4% (Sigma
Chemical Co, St Lous/lUSA) em tampéo fosfate de sddio salina (PBS) 0,1M, pH 7.4, A
solucao fixadora foi perfundida via ventricuio esquerdo, por um periode de 15 minutos
am um volume aproximado de 30mi para cada animal. Apds a perfusdo foram retfirados
os comos uterinos & os sitios de implantacac seccionados sagitaimente na regido
mediana e orientados transversaimente na embebicao.

Cs sitios permaneceram imersos por um pericdo adicional de 2 horas na mesma
solucéo fixadora, sendo em seguida processados de acordo com & técnica rotineira de
embebicao em parafina (Paraplast Plus - Sigma Chemical Co USA).

O mesmo procedimenio de fixacao e embebicdo em parafina foi utilizado para o
processamento de timo, bacgo e linfonode obtidos de fémeas virgens.
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3.2 2 - Citoguimica de lectina DBA

Cortes em parafina de sitios uterinos (Sum de espessura), time e hago coletados
em {&minas previaments revestidas com poli-L-lisina foram desparafinizados e hidratados
para a reacdo ciioguimica de lectina.

ApSs lavagem com PBS 0,05M, os cortes foram tratados com perdxido de
hidrogénio (Merck/Brasil) (30 volumes) 1% em PBS - 30 minutos em cémara Umida a
temperatura ambiente, seguidos de blogueio com PRS/BSA (Albumina Sérica Bovina)
1% (Sigma Chemical Co, St Louis/USA) pH 6,8, durante 30 minutos em camara OUmida 3
temperatura ambiente. Em seguida, foram incubados com lectina DBA bictinads
{Dolichos biflorus aggiutin} (Honen Chemical Co;Japéo) em PBS/BSA 1%, pH 8,8, por 12
horas g 4°C, em camara umida. Apds a incubacdo com o complexc estreptoavidina-
peroxidase {(Dako Corporation-EUAY - 1 hora & temperatura ambiente, foi feilz s
revelacde com diaminobenzidina (Sigma Chemical Co, 8L Louis/USBA) em tampéo iris
salina (TBS) 0,08M, pH 7.4 e perdxido de hidrogénio 0,3% (Merck/Brasil). Os cories
foram corados com hematoxilina de Harris, e foram procedidas a2 desidratagdo e
montagem permanente, em balsamo sintético (Entelian, Merck).

As reagOes foram sempre acompanhadas de controles negativos, onde a lectina
DBA era previamente inibida com 0,1M de N-acetil-galactosamina (Sigma Chemical Co,

St Lous/USA), ou ainda com a omiss&o da incubacdo com a lectina.

3.3 - isolamento das células NK-u, pelo método biomagnético

Foram ulilizadas fémeas das linhagens Swiss e Balb/c, no 9°ddg. Os animais
foram sacrificados por desiocamento cervical & 0s cornes ulerinos removidos em
condigdes asseépticas em fluxo laminar.

Os sitios de implantacdo coletados foram colocados em meio Hanks (Sigma
Chemical Co, St Louis/USA) contende BSA 2% e a regido do fridngulo mesomeirial, de
cada sitic, dissecada. Estas foram maceradas e homogeneizadas em meio Hanks,
contendo DNAse-1000UN (Desoxyribonuciese | - Sigma Chemical Co), por meio do uso
de pipeta Pasfeur previamente heparinizada. O macerado foi filtrado em tela de nylon
com malha de 80um (Nitex —Schoweisten) e apbs 5 minutos, a suspensio celular foi
centrifugada a 1500 RPM durante 10 minufos, a 4°C. Apds 2 lavagens, por centrifugacéo
(1500 RPM durante 10 minutos), com meic Hanks/BSA 2%, ¢ sedimento celular foi
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ressuspenso em Tml de meio Hanks/BSA 2% para a contagem das células totais em
camara de Newbauer,

Em seguida, as celulas foram associadas com esferas biomagnéticas (M450
Celiection-Bictin Binder Kit-Dynal), previamente conjugadas com lectina DBA (Sigma), na
proporgdo estimada de 5 esferas/célula, g 4°C, durante 30 minutos, sob agitacdo
constante. Com o auxdiiio do magneto concentrador de particulas (MPC - Dynal), as
células associadas as esferas biomagnéticas, foram imobilizadas e lavadas 2x com PBS,
para a remocio das células ndo associadas.

A suspensdo celular conjugada com biomagnetos/iectinag foi adicionado C,1M de
N-acetil-galactosamina e mantida sob agitagdo constante durante 20 minutes a2 4°C. Em
seguida, as esferas biomagnéticas foram removidas no MPC e as céluias desassociadas
foram removidas e lavadas com solucdo fisioldgica por meio de centrifugacdo (1500
RPM-10 min).

A viabiidade tfantc das células associadas quanic das desassociadas das
esferas, fol avaliada pelo uso de Azul de Tripan 1% e quantificadas na cémara de
Neubauer.

O controle da presenca de células NK-u foi realizado com células associadas as
esferas biomagnéticas e concentradas pelo MPC. Estas foram fixadas com acetona e em
seguida submetidas a reacdo com a lectina DBA bictinada (1:300) por 30 minutos. Apds
lavagem com PBS 0,05M, as células foram tratadas com o complexo estreptoavidina-
fluoresceina (Amershan, UK) por 30 minutos. Ap6s exaustiva lavagem no MPC com PBRS
0,05M, a suspenséo celular fol montada entre l&mina e laminula, para observacée em
microscépic acoplado ao sistema de epi-fluorescéncia (Nikon Eclipse E800) (filtro
barreira 515-555 nm,/excitacio 465-495 nm).

Por este procedimento pode-se obter, em média, 6 a 8 x 10° células DBA
positivas/ sitio de implantac&o embrionaria.
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3.4 ~ imunizagao dos animais e obtengio de anticorpos monoclonais

3.4.1 ~ Protocelo de imunizacio de camundonaos

Foram utilizados seis camundongos machos da linhagem Balb/c, procedentes do
CEMIB/UNICAMP mantidos em biotéric estéril, do Departamento de Microbioclogia e
imunologia — IB/UNICAMP, como receptores do indculo antigénico.

Como indcuic antigénico, foram usadas células NK-u iotais, obtidas conforme
descrito em 3.3 e inocculadas via intraespiénica e intraperitoneal.

“As células destinadas a inoculagdo via intraperitoneal foram rapidamente fixadas em
solucao de paraformoldeido 4% e exaustivamente lavadas.

3.4.1.1 - Inocufacdo infraesplénica

Com o animal anestesiado (Virbaxil 2% e Francotar), a regido lateral esquerda do
abddmen foi tricotomizada e apds assepsia do iocal com icooi indado, realizou-se uma
incisdo de 1,5cm na pele para localizacde do bago, através da musculatura, que foi
mantida intacta. Inoculou-se uma suspenséo de célutas NK-u no interior do bago.

Verificando-se a n&o ocorréncia de hemorragia no bacgo, a pele do animal foi
suturada e constatada a recuperacdo da anestesia, os animais foram entdo mantidos
com alimentacao e agua “ad libitum”, no Biotérioc SPF do laboratéric de Microbiologia e
imunolcgia — IB/UNICAMP.

3.4.1.2 - inoculag@o intrapertoneal
Apos 7 dias da inoculagdo intraesplénica, 0s animais receberam de 2 a 3 doses
consecutivas, de indcule antigénico,via intraperitoneal, com intervalos de 7 dias entre

cada dose.

3.4.1.3 - Etapas de imunizagédo

OUs camundongos receptores receberam um indculo inicial, via intraespiénica, de
5x10* células em 100yl de solugdo fisioldgica. Em intervalos de 7 dias, apés inoculacdo
intraesplénica, estes animais receberam 2 a 3 doses consecutivas de inbculos na mesma
concenfrag@o, por via intraperitoneal. Antes de cada inoculacdo foram coletadas
amostras de sangue via plexo orbital. Os soros destas amostras sanguineas foram

testados por meio de testes imunocitoguimicos, como descrito no item 2.5.1. Do animal
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gque respondeu a imunizacdo com producde de anlicorpos capazes de reconhecer
estruturas de superficie celular de células NK-u por imunocitoquimica, recebeu uma dose
de reforgo contendo 1x10°, via intraperitoneal, sendo sacrificado 3 dias apés, para a

coleta do seu bago, conforme descritc em 3.4 2.3

342 - Oblencio dos hibridomas

3.4.2.1 - FPreparp da camada de macrifagos perfonseals de camundongos
{feederlayer)

Células nommais da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c foram
assepticamente oblidas para o prepare do feederiayver de macrbfages. Para a coleta das
células peritoneais, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e
merguihados em uma soluclo de alcool a2 70% (viv). Em fluxo laminar, injstou-se nag
cavidade abdominail 3mL de meioc HAT:meic RPMI-1840 (Sigma) compleio com 20% de
soro fetal boving (8FB) (Sigma), propric para hibridoma, Zg/L de bicarbonaic de sédio
(Sigma), 2g/l. de HEPES (N-{2-Hydroxyethyi] piperazine-N-[2-ethanesulfonic acid]}
(Sigma), 2ul/L de 2-mercaptoetancl, (Merck; Minchen, Germany), 0,138mg/L de
hipoxantina (Sigma), 0,03mg/L de aminopterina (Sigma) e 0,038mg/L de timidina
{Sigma). Apos massagemn suave do abddmen dos animais, o liquido cameando as
células peritoneais foi aspirado. A suspens&o celular obtida foi transferida para tubos
estéreis {Coming Corporation; Cambridge, MA, USA)} que foram mantidos em banho de
gele. Uma pequena aliquota da suspensao fol diluida 20 vezes em solugéo de Turck (2%
de acido acetico em agua e gotas de azul de metileno a 1%), para contagem em cadmara
de Neubauer. Apds a contagem, a conceniragdo celular foi ajustada em 3 x 10°
células/mL.

As células foram distribuidas em placas estéreis, de 24 pogos, fundo chato
(Corning), na densidade de 4 x 10° células/500ul/poco. Em seguida, as placas foram
mantidas em incubadora com atmosfera de 5% de CO, e 95% de umidade reiativa,
durante 48 horas a 37°C.

Para os procedimentos de clonagem dos hibridomas, placas de 98 pogos foram
preparadas de maneira semelhante, contendo feeder-fayer de macrdfagos, exceto pela

concentragdo celular de 2 x 10° células/100ul/poco.
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3.4.2.2 - Preparc das células de mieioma

As células de mieloma SP2 (SHULMAN ef al, 1978) foram adequadamente
descongeladas e, posteriormente, cultivadas em meio RPM-1640 completo, acrescido
de 0,125mg/L de B-azaguanina (Sigma). As culiuras foram incubadas em atmosfers de
5% de CO; & 85% de umidade relativa & 37°C. Ao atingir 2 semi-confluéngia, as céiulas
foram repicadas e subcultivadas na presenca de meio completo. Aproximadamente 18
horas apOs O repique, as células foram coletadas dos frascos de cullivo e transferidas
para tubos estéreis para serem sedimentadas por centrifugacdo a 1500 RPM durante 15
minutos, a 20°C. O sedimento obtido foi ressuspendido em meio RPMI-1840 completo &

uma atiquota foi relirada para a determinacdo da concentracdo e viabilidade celular.

3.4.2.3 — Dbtencéo e preparo das células esplénicas

O animal imunizado que apresentou soro reative com células NK-u em iesies
imunocitoguimicos foi sacrificado por desiocamento cervical @ mergulhado, em seguida,
em uma solucao de aicool a 70% (viv). Em fluxo laminar, a cavidade abdominal do
animal fol exposia assepticamente para a remocgéo do bago, o gual foi fransferido para
meic RPMi (Sigma Chemical Co,St Louis/USA) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino
(SBF). O bago foi macerado e a suspensao cejular obtida, centrifugada a 1500 RPM por
10 minutos. O sedimento foi ressuspendido 1:1 em Soro Fetal Bovino. Foram, entio,
acrescentados lentamente 10% de DMSC & suspensdo celular e imediatamente
congelada em biofreezer. Apds 24 horas, os recipientes contendoe as células esplénicas
congeladas foram armazenados no nifrogénio liquido, onde permaneceram até o
momento da fus&o. Uma peguena aliqguota desta suspensao celular foi retirada para a
determinacéo da viabilidade celular pelo método de exclusdo do corante azul de Tripan
(1%) e quantificac&c em camara de Neubauer.

3.4.2.4 - Fuséo celufar

No experimento de fusic celular foi empregado o protocolo descrifo por
FASEKAS de ST GROTH & SCHEIDEGER {1980).

Nesta etapa, 10mL da suspensdo de células espiénicas, contendo 2x107 céiulas,
obtidas conforme descrite em 3.4.2.3, foram adequadamente descongelados e 17,5mL
da suspensdo de células de mieloma SP2 (SHULMAN ef af, 1878), contendo 3x107



células, obtidas confoerme descritc em 3.4.2.2, ambas com viabilidade acima de 80%,
foram reunidos em um tubo cénico estérii (Coming). Em seguida, o volume foi
complstado para 50mlL com meio RPMI-1640 sem soro e centrifugado a 1500 RPM, por
15 minutos, & temperatura ambiente. Apds a centrifugacio, o sedimento celular obtido fol
ressuspendide em 1.0mL de uma solugdo de polietiieno glicol (PEG-1500, Merck;
Minchen Germany) a 50% em salina 0,15M, adicionado de 10% de DMSO (Merck;
Minchen, Germany), o qual fol adicionado gota a gota, sob agitacao constanie duranie 1
minuto, a temperatura ambiente. Em seguida, est2 suspensdo foi mantida 2 37°C
durante 80 segundos scb agitaco constante. Em fluxe laminar, foram adicicnados
ientamente 20mL de salina de Fasekas (PBS, pH 7,2, contende 0 4g/L de cloreto de
potassio, 2g/L de glicose e 0,01g/L de vermelho de fenol} {1 mi/30 segundos: 3 mi/30
segundos; restante em B0 segundos). O volume da suspensac foi completado para
50ml com a salina de Fasskas e a mistura foi mantida em repousoe por & minutos. Em
seguida, esta suspenséo foi centrifugada a 1500 RPM, por 15 minutos e o sedimente
celular obtido fol ressuspendido em 50mL de meio RPMI-1840 complete, para uma
segunda etapa de centrifugacio semethante 3 anterior.

Finalmente, as células foram ressuspendidas em meic HAT e distribuidas, na
concentracéo de 10° células/pogo, em 3 piacas de 24 pogos previamente preparadas,
contendo feeder-layer de macréfagos. As placas foram mantidas a 37°C em incubadora
com atmosfera de 5% de C0O, e 95% de umidade reiativa, acompanhadas

periodicamente, porem tomando-se ¢ cuidado de ndo provocar disturbios no meio,

3.4.2.5 - Selecdo dos hibridomas

Aproximadamente 10 dias apds o experimento de fusdo celular, ¢ sobrenadante
de cada poge com crescimento de clones foi testado para a deteccdo das culturas
contendo os hibridos secretores de imunogiobuiinas anti-NK-u, por meio de testes

imunocitoquimicos, como descrito no item 3.5.1.

3.4.2.6 - Clonagem das culturas de hibridomas
As culturas das placas de fus@o (24 pocos) secreioras de imunogliobulinas de
interesse foram clonadas por técnica de diluicas limitante. Para isso, & concentragéo

celular das culturas, cujos sobrenadantes apresentaram os melhores resuitados nos
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testes imunocitoquimicos, foi determinada por meio de contagem em camara de
Neubauer, permitindo ¢ preparc de suspensdes celulares em meio HT (meic RPMI
completo, contendo 0,136mg/L de hipoxantina e 0,038mg/L de timidina), contendo 100
células/mb de cada cuitura. Cada uma das suspensdes fol semeada em uma placa de
26 pogos (B0ul/pogo), contendo feederJayer de macrdfagos, previamente preparados
como descrito no item 3.4.2.1. Desta forma, foram preparadas placas de clonagem com
células na densidade de 5 células/poco, respeciivamente. As placas foram mantidas em
incubadora com atmosfera de 5% de CO,, com 95% de umidade reigtiva, a 37°C por
aproximadamente 12 dias. Os pogos que apresentaram crescimento de um Gnico clone
tiveram seus respectivos sobrenadantes testados por imunccitogquimica, como descrito

no item 3.5.1.

3.4.2.7 - Expanséo e criopreservacdc dos hibridomas

As culturas contendo hibridomas secretores de anticorpos de interesse foram
expandidas por meioc de subcultivos em frascos de cultura (T-25, Coming) na presenca
de meioc RPMI-1640 completo e incubadas em atmosfera de 5% de CO. e 95% de
umidade relativa, a 37°C. Apds o crescimento em semi-confluéneia, as culiuras que
permaneceram secretoras dos anticorpos de interesse foram coletadas dos frascos e
transferidas para tubos plasticos estéreis. Uma aliquota das suspensdes foi utilizada
para contagem em camara de Neubauer. Apds a centrifugacio a 1500 RPM por 15
minutos, o sedimento celular obtido foi ressuspendido em meio de congelamento (RPMI-
1840 completo contendo 10% de DMSO) em volumes suficientes, obtendo-se
suspensdes de 1,0 - 2,0 x 10° células/mL. As suspensdes cbtidas foram transferidas
para os {ubos apropriados para o congelamento de células (mbffrasco), os quais foram
transferidos, imediatamente, para um freezer a —~70°C. Cerca de 24 horas apds ©
congelamentc a -70°C, os tubos foram transferidos para reservatérios de
criopreservacéo, contendo nitrogénio liquido. De cada clone, foram estocadas entre 5 e

10 ampolas.
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3.4.2.8 - Determinacdo dos isotipos de imunoglohbulinas dos anticorpos
monoclonais

Parg a determinacdc dos isotipos de imunogicbulinas produzidas peios
hibridomas secretores de anticorpos monocionais {culiuras submetidas & clonagem), os
sobrenadantes de culiura coletados dos frascos de cultive foram testados condra
anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo (anti-igG1, anti-ig32a, anti-lgG2b, anti-
ig(33, anti-igA e anii-igM) por meio de um Kit comercial de isctipagem (Immunopure
Monocional Antibody isolyping Kit 1 (HRP/ARTS; PIERCE, USA).

3.4.2.8 - Producéo de ascife

Camundongos BALB/c foram injetados intraperifoneaimente com 1mb de dleo
mineral (Nujol, Schering-Plough, Rio de Janeiro, RJ). Apds aproximadamente 7 dias da
iniec&o do Nujol, os animais receberam | pela mesma via, uma injecdo de (,5mL de
suspensdc contendo 0,75 x 10° células de um hibridoma secretor do anticorpo
monocional anti-NK-u. Decorridos aproximadamente 7 dias da injegdo dos hibridomas,
os liguidos asciticos formados foram coletados por puncéo peritoneal. Para cada clone
foram empregados 4 animais, dos quais foram coletados, no total, cerca de 10ml de
ascite. Foram produzidas ascites de 4 clones de hibridoma.

Os debris celulares e o odleo mineral foram separados das ascites por
centrifugacdo a 1500 RPM, durante 15 minutes, a 20°C. As ascites limpidas e livres de
céiulas foram estocadas a -20°C, até o momenio do uso. Antes do congelamenio,
aliguotas de cada ascite foram destinadas & determinacéc do titulo de anticorpos, por
meio de ensaios imunocitoguimicos & imunoguimicos, conforme procedimentos descritos
em 3.5.

3.5 — Testes imunocitoguimicos e imunogquimicos

3.5 1 - Método imunocitoguimice

3.5.1.1 — Reacdo de imunofiuorescéncia indireta em células NK-u isoladas
Células Nk-u isoladas como descrito no item 3.3.1 foram semeadas em [&minas
com 8 ou 10 cavidades & mantidas em estufa a 37°C e 5% de COZ, por 24 horas. Apds

aderéncia das células nas laminas, estas foram lavadas com TBS 0,05M e fixadas com
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metanol & 20°C, durante 1 hora. As laminas foram conservadas a 4°C até o momento do
uso.

Para 08 ensaios imunccitoguimices, as laminas foram hidratadas com TBS 0,05
duranie 10 minutos. Em seguida elas foram incubadas com soro de coelho, contendo
igG de camundonge, na diluigdo de 1/10, em TBS 0,05M com 0,1% de gelatina. Apds
lavagem com TBDS, as l&minas foram incubadas com 0s soros de camundongos pré-
imunes € pos-imunizados em varias diluicdes (1010 a 1:320). Novamente foram
realizadas lavagens com TBS, seguidas de incubacdc com anti-imunogiobuling de
camundongo, oblida em coelho, conjugada com fluoresceina, na diluigdo 1/200. Apds
exaustiva lavagem com 78S, as iaminas foram montadas com Fluoromont G (EMS,
EUA) e obsarvadas em microscopic aclopado zo sistema de epi-fluorescéncia (Nikon
eclipse £800).

3.5.1.2 — Reacio de imuncfluorescéncia indireta em cortes histoiégicos

Cortes em parafina de Sum de espessura de sitios de implantagdo e orgéos
linféides (timo, bago e linfonodo) processados em 3.2.1 foram coletados em 8minas
previamente revestidas com poli-L-lisina, desparafinizados e hidratados. Em seguida, as
laminas foram submetidas ao fratamento com microondas, em solugdo de tampéo cifrato
0,1M pH 6,0: 4 ciclos de 800 MHz, durante 3 minutos (Tomehave et al., 2000). Na
sequéncia, os cortes foram lavados com PBS 0,05M, blogueados com PBS/BSA 1%,
durante 3C minutos e incubados com: soro do animal imunizado; soro do animal ndo
imunizado em varias diluicbes; scbrenadantes da cultura dos hibridomas e liguido
ascitico dos hibridomas, durante 1 hora 3 temperatura ambiente. Os cortes foram
lavados com PBS 0,05M e blogueados com PBS/BSA 1% durante 30 minutos. Em
seguida foi realizada a incubacgdo com o© anticorpo secundario de coelho (anti-igG de
camundongo) marcado com fluoresceina, na diluigdo 1/100. Apds exaustiva lavagem
com PBS, as laminas foram montadas com Fluoromont G e observadas em microscopio
de fluorescéncia (Nikon eclipse ES0Q).

UMICAMP
RIBLIOTECA CENTRAL
SECAD CIRCULANTE



3.5 2 — Método imuncguimico

3.5.2.1 — Obtengdo de homogenados

Fémeas prenhes no 8° e 8°ddg foram sagrificadas para dissecacio das gléndulas
metriais. Os fragmentos foram recortados, pesados e suspensos, na proporgdo de
30g/mi em tampéo PIPES 5mM contendo 0,3M sacarose. A homogeneizacao fol feita em
um homogenegizador-mecanico (Glas-Col, USA) em tubos de vidro, com pistilo de Teflon
em banho de geio. Apbds a cenirifugacdo, a cada 500yl de sobrenadante foram
adicicnados 100ul de Triton X-100, PMSF (1mM em isopropanol), pepstatina (1 wnM em
metanol), agua destiladsa g.s.p 1000u! e novamente centrifugados & 20.000 RPM.

O sobrenadante do centrifugado fol aliguotado, sendo parte das aliguotas
congelada a -70°C ¢ a culra parte misturada na proporgéo de 1.1 em tampdc amosira
para eletroforese. Foi realizada a dosagem de proteinas totais do homogenado obtido,
pelo métode de Bradford (Bradiord, 1978). As amostras destinadas 2 elstroforese foram
levadas ao banho-maria fervente por 3 minutos, aliguoiadas e mantidas a -20°C até o

momeno do uso.

3.5.2.2 - SDS-PAGE

A eletroforese das amostras do homogenado preparado em 3.5.2.1 foi realizada
em géis de poliacrijamida a 10%, preparadas segundo Laemmli (1970) em mini-placas
verticais (8 x 7,3 cm) e fol utilizado como fonte o sistema Mini Protean il (Bio-Rad). As
corridas foram sempre acompanhadas por um padréc de peso molecular — Prestained
SDS-PAGE Standards, Low Range (Bio-Rad) e a fonte de corrente continua ajustada
para 250V, com a amperagem constante em 25mA, por aproximadamente 2 horas.

Qs geis foram corados com Comassie Brilliant Biue R 250 (Sigma Chemical Co,
St Louis/ USA) a 0,25% para conferir o padrao de separac@c eletroforética ou
transferidos para membrana de nitrocelulose.

3.523-"WESTERN-BLOTTING”
A transferéneia para a2 membrana de nitroceluiose (Immobilon-NC-Transfer
Membranes e Immobilon-P-Transfer Membranes, Millipore Corporation, U.B.A) foi feifa

com o sisiema de ifransferencia {Bioc-Rad), com a comente ajusiada para 2mAjem’
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durante 2 horas, Apés a transferéncia, a membrana fol corada com Ponceau S (Sigma
Chemical Co, St Louis/ USA) 0,5%, para verificar se ocorreu a transferéncia e apds
descorar foi submetida & reacdo imunocitoguimica com o liquido ascitico dos hibridomas
e/ocu a lectina DBA biotinada.

As membranas de nitroceiulose foram lavadas em tamp@o de lavagem TBS-
T(TRS Tween 0,1%), bloqueadas com TBS-T contendo 1% de BSA, durante o periodo
de 12 horas (ovemighfy a 4°C, seguidas da incubacfo com liquidos asciticos dos
hibridomas ou com a lectina DBA.

O figuido ascitico foi incubade na diluicdo de 1:2000 durante 3 horas a
temperatura ambiente. As membranas foram lavadas em tampdc de lavagem e
incubadas com soro normal de cabra (Vector, USA) diluide em TBS-T 1.200, durants 1
hora & temperatura ambiente. Apds nova lavagem fol feila incubacdo com anticorpo
secundario de cabra, anti-lg de camundongo conjugade com peroxidase, diluide 11000
(Santa Cruz, USA) por 1 hora a temperatura ambiente. A reacdo foi revelada com
dgiaminobenzidina — DAB (Sigma Chemical Co, 8t Louis/ USA} a 0,5% diluida em Tris HC!
0,05M pH7.,4 e 4ud de H,O, (30%). O conirole do anticorpo secundario foi feito omitindo-
se a incubacio com o liquido ascitico.

Para a reagdo com a lectina DBA biotinada (Sigma, USA), as membranas foram
incubadas com a lectina na diluiggdo 1.800 durante 3 horas a temperatura ambienie e
apés lavadas em tampdo de lavagem foram incubadas com o complexo estreptoavidina-
peroxidase na diluicdo de 11000 {Armasham, U.K). A reagdc foi reveladas com
diaminobenzidina a2 §,5% diluida em Tris HCI e 4ul de Hx0; (30%). Dois controles foram
realizados. Um conirole omitindo-se a incubacdo com a lectina DBA e oufro com a lectina

DBA tratada previamente com n-acetll galactoesamina (Sigma Chemical Co, St Louis/
USA) a 0,1M.
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4. RESULTADOS
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4.1 - Citoquimica da lectina DBA

As cinco linhagens de camundongos isogénicas Balb/c, DBAZ, CBA-J, 8JL e C57,
aiém da Swiss lestadas pela ciloguimica com iectina DBA, apresentaram células
positivas distribuidas na regido mesometrial (Fig, 1), O mesmo padrio de marcacso foi
cbhservado em todas as linhagens, isto é o conteldo dos granulos foi seletivamente
marcado, assim como a superficie celular das NK-u (Fig. 2). Nos cortes de drgdos
linféides (baco. timo e linfonodo) ndo foram detectadas reacbes positivas em linfocitos
(Fig. 3 e 4). Na reagdc controle reslizada com za adigdo do aglcar inibidor da lecting
DBA, o N aceti-D-galactosamina, a reacBo com a lectina foi completamente inibida
(Fig.5)

4.2 - lzolamento de cédlulas MKy

O método de isclamenio celular, por meio de esferas biomagnéticas conjugadas
com lecting DBA, permitiu a obtencéo de 6 a 8x10° células por sitio de implantacdo (Fig.
8). Estas células ainda aderidas as esferas biomagnéticas, submetidas a reagdo com a
lectina DBA biotinada apresentaram-se positivas. Apés a adicdc da N-acetil D-
galactosamina, as células desassociadas das esferas biomagnéticas mostraram-se
aparentemente integras e viadveis, além de manterem a reatividade peia lectina DBA
(Fig 7).

4.3 - imunizagdo de camundongos

Os soros dos animais imunizados foram testados por imunocitoguimica. Nos
primeiros testes néo foi detectada a presenga de anticorpos contra as células NK-u em 4
dos 6 animais imunizados, sendc que em 2 animais, a resposta foi detectada, porém em
grau muito baixo, ndo sendo considerada. Apés um pericdo de aproximadamente 3
semanas, uma nova etapa de imunizacdo foi Iniciada, utilizande os 2 animais que
apresentaram uma resposta imune sutil. O mesmo esquema de inoculacéo foi utilizado,
sendo dobrada a concentracdo de células NK-u inoculadas. Nesta segunda etapa de
imunizacéo, detectou-se no soro de um dos animais imunizados, o aumento crescente
no fitule (1:160) de anticorpos contra as células NK-u. Apbs 7 dias da 3° dose
intraperitoneal, este animal recebeu mais uma dose intraperitoneal de células NK-u

isoladas, sendo sacrificado para coleta das células espiénicas.
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O soro deste animal, utilizado em reacdo imunocitoquimica, apresentou intensa
reacdo especifica na superficie das células NK-u (Fig. 8), com auséncia de marcacdo em
células linfociiarias de baco.

Os s0ros pre-imunes, assim como os dos oubros 4 animais inoculados,

apresentaram-se negativos nas reacdes imunocitoquimicas realizadas.

4.4 - Obtengdo de hibridomas contendo anticorpos anti-NK-u

A fusdo das células esplénicas (2x10'células), obtidas do animal soro-positive
para as células NK-u, com as células de mieloma SP2 (3x107 células), segunde protocolo
preconizado por FASEKAS DE ST GROTH & SCHEIDEGER (1980} resultou em
crescimento celular em 100% dos pocos das 3 piacas onde foram semeadas. Conforme
analisado 10 dias apos s fuséo, os sobrenadantes dos pocos iestados pelo método
imunocitoquimico, em cortes histoldgicos, demonstraram que agproximadamente 50%
destes hibridomas apresentaram reacfes positivas. Porém, parte das culfuras teve de
ser descartada por apresentar contaminacéo por fungos.

Pela ftriagem baseada no padridc de reatividade em imunocitoquimica
(intensidade e especificidade sobre as células NK-u), as culiuras 181, 1C4, 2C4 e 208
foram consideradas positivas para prosseguir nos procedimentos de clonagem.

Para a clonagem utilizou-se a técnica de diluicdo limitante, langando-se, nas
placas, 5 celulas/pogo. Os resultados obtidos apés a clonagem estdo resumidos na

Tabela 1. Além de cionadas essas culturas foram expandidas e apropriadamente
preservadas em nitrogénio liquido.



28

Tabela 1. Crescimento celular apds a clonagem.

Cultura % pogos com! % pogos com

crescimento crescimenio
de

1 unico clone
1 B1 83.3% 26.3%
1C4 E 92.7% 25.8%
2C4 83.3% 39.4%
! 208 E 57.3% 58.2%

Em todas as placas de clonagem foram encontrados pogos com crescimento de
um Gnico clone, embora a eficiéncia da clonagem em alguns experimenios nac fenha
sido muito elevada (cuituras 1B1 e 1C4). Os sobrenadantes destes hibridomas, iesiados
em reacOes imunocitoquimicas, apresentaram diferencas quanto a eficiéncia, isto €, dos
ciones originados da cultura 1C4, apenas 16,7% apresentaram reatividade com as
células NK-u, enquanto a cultura 2C4 apresentou a maior percentagem, atingindo
78.,6%. Os resultados obtidos nos testes imunocitoquimicos estdo resumidos na Tabelg
2.

Os sobrenadantes que apresentaram reacio positiva para as células NK-u nos
testes imunocitoguimicos mosiraram 2 tipos de padrdo de marcacdo, quais sejam: os
anticorppos  ¢o clone 2C4 marcaram  intensamenie a superficie e conteddo
citoplasmatico {Fig. 8) e os anticorpos dos clones 1B1, 1C4 e 2C6 marcaram apenas ©
conteudo citoplasmatico das NK-u (Fig. 10).

Todos os hibridos clonados apresentaram clones positivos com producdc de
anticorpos reativos as celulas NK-u, porém um deles, que apreseniou baixa

percentagem de positividade, nao foi expandido.
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Tabeia 2: Culturas secretoras de anticorpos anti-NK-u apbs a clonagem

Cultura N® de| N°®de culiuras % de clones
culiuras com | testadas produtores
1 clone/pogo i de anti-NK-u
181 21 26 57.7%
1C4 23 24 16,7 % 1
2C4 32 28 78.8% |
208 | 32 35 71.4%

Para a expansao, foram escolhidos os clones que apresentaram, além da
especificidade, maior intensidade de marcaco, em testes imunocitoquimicos, para as
NK-u. Os clones inicialmente selecionados foram | 1B1{3G4 e 3G8), 2C4 (1A12, 1A11,
1010, 1810, 1C4, 181, 1C1, 1F2 & 5A10) e 2C6 (288, 2D4 e 2E4).

Durante as etapas de expans@o dos clones selecionados gue passaram
inicialmente por placas de 24 pocos e, subseglentemente, para frascos de cultivo T-25 e
para frascos 1-75, a capacidade de secretar anticorpo foi acompanhada por meio de
testes imunocitoquimicos. Destes, aqueles oriundos de 2C4 e 2C6 foram os que
mantiveram maior intensidade de reacdo com as células NKwu em testes
imunocitoquimicos realizados em corles histoidgicos. Ao final, as células
correspondentes a cada clone foram adequadamente criopreservadas, 2 medida que
eram cobfidas quantidades de células suficientes. Para cada um dos clones foram
criopreservadas entre 5 ¢ 10 ampolas.

A isclipagem realizada nestes clones selecionados caracterizou todos como
pertencentes ao isotipo IgM, positivos para a cadeia leve Kappa.

4.5 — Indugio de ascite para producio de anticorpos monoclonais

Dentre os clones que mantiveram reatividade pelas células NK-u nos testes
imunocitoquimicos, foram selecionados 4 que apresentaram maior intensidade de
reagéo, quais sejam: 2C4.1C10, 2C4.5A10 (marcacdo na superficie e citoplasma das
NK-u) e 206.2B9, 206.2E4 (marcacdo no citoplasma das NK-u). Estes quatro clones
selecionados e incculados em camundongos Balb/c produziram tumores asciticos. A

presenga dos anticorpos |, assim comoe os titulos destes foram determinades por meic de



testes imunoditogquimicos e imunoguimicos.

4.6 — Testes imunocitoquimicos e imunogquimicos

O liguido ascitico produzido pelos clones 2041010, 204 5410, 208289
2(C6.2E4 testados em reagles imunocitoquimicas, manteve, respectivaments, marcagéo
positiva na superficie e/ou no citoplasma das NK-u até a titulacdo de 11000, Nos testes
imunocitoquimicos realizados em cortes de drgdo linféides, foi observada marcacéo
fraca na superficie de algumas células, da regifo cortical do time, de sigumas células
dispersas no linfonodo e marcacdo ausents no bago.

No Western Biofting, os clones 2C4.1C10 e 204.5A10 (marcacéo na superficie
citoplasma das NK-u) apresentaram reacfo positiva em trés bandas com 0% seguintes
pesos moleculares: 52,0 KDa, 53,8 KDa e 77,7 KDa, sendo gue duas apresentaram
correspondéncia com bandas positivas & lectina DBA (52,0 KDa, 53,8 KDa). Os ciones
2(C6.289 e 2C8.2E4 {(marcacdo no citoplasma das NK-u) apresentaram reacio positiva
em 2 bandas, 41,4 KDa e 89,3 KDa, sendc que 1 apresentou correspondéncia com
bandas positivas a lectina DBA (41,4 KDa) (Fig. 11).
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5. DISCUSSAO



A lecting DBA (Dolichos biflorus agglutin), quandc utiizada em técnicas
citoquimicas, demonsira afinidade altamente seletiva para com as células NK presentes
no ambiente uterino de camundongos (Stewart e Webster, 1997; Corréa da Silva, 1957,
Paffare Jr et al, 1988). ksia leclina reage com glicoconjugados coniendo N-zcetil-D-
galactosamina terminais expressos tanto na superficie celular das NK-u, quanto com ¢
conteudo de seus graénulos (Corréa da Silva, 1997), tomando-a uma importante
ferramenta na identificacdo das células NK-u. Tal padrao de reatividade também foi
encontrado nas células NK-u de camundongos da linhagem Swiss processados no
presente trabalho, corroborando com os achados anteriores.

Sabidamente, as lectinas nac podem ser consideradas como marcadores
gspecificos de uma determinada populagdo celular, uma vez que a especificidade da
reacéo destas moléculas advém do reconhecimento de mondmercs de aglcares, gue
podem estar associados g diferentes glicoconjugados (Damjanov, 1987). Porém, podem
ser utilizados como marcadores celulares seletivos em se fimitande © conjuntc do
universc analisado. Neste sentido, a reatividade seletiva da lectina DBA descrita até
entdoc para as células NKu estd fimitada denfro do universo contido no diero de
camundongos (Stewart e Webster, 1997; Corréa da Silva, 1997; Damjanov e Damjanov,
1992) .

Considerando-se gue as células NKu pertencem & categoria de linfocitos, em
nosso experimento estendemos as anadlises também aos orgios linfdides para avaliar a
presenca de oufras células reativas & lectina DBA. Pelas andlises das reacdes
citoguimicas realizadas com lectina DBA no timo, baco e linfonodo, constatou-se que
nestes orgéos ndo foram encontradas células reativas 2 DBA. Por este resultado, pode-
se estabelecer gue a lectina DBA apresenia nao apenas uma reatividade seletiva, mas
também uma alta especificidade para com as céiulas NKu no universo das diversas
populacdes de células linfocitarias e, por conseguinte, constitui-se em um marcador
celular de exceléncia para estas células Além disso, € plausivel supor que ©
glicoconjugado que contém o NacGal reconhecido pela lectina DBA poderia ser uma
motécula de expressio especifica das células NKu de camundongos.

Além disso, no presente trabalho, foram festadas 5 oufras linhagens de
camundongos isogénicos, quanto & presenca de células NKu reativas 4 lectina DBA.

Todas as linhagens de camundongos testadas apresentaram células NKu com igual
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padrao, tanto de reatividade quanto de distribuicdo em relacdo asos observados nos
camundongos heterogénicos Swiss. Embora ndo tenha sido realizada a avaliacéo
sistematica em lodas as linhagens possivels de camundongos, pela constdncia do
padrdc de reacdo entre as células NK-u das linhagens tesiadas, presume-se que 0s
glicoconjugados reativos & lectine DBA sejam de expressdc comum as NK-u desta
espécie animal.

Em se confirmando a constancia da expressdo destes glicoconjugados, reativos &
lectina DBA, nas NK-u de camundongos de diferentes linhagens, pressupfe-se que 0s
mesmos sejam de importancia fundamental na fisiologia destas celulas. De acordo com
Fonseca (2000}, as células NKu s@o suscetiveis 2 acdo da lecting DBA “in vitro”,
induzindo de imedialo a reacdo de “capuzr’ na membrana plasmatica. A exposicdo
prolongada da NK-u & lectina DBA provoca 2 lise dessa célula, sugerndo que o
glicoconjugado presente na superficie celular possa ser um importanie receptor de
membrana. Afcra este relato, ainda ndo ha quaiguer outro sobre a natureza dos
glicoconjugados lecting DBA reativos, expressos na superficie das células NKu.

A lectina DBA também reage intensamente com o contelide dos granulos das
NKu de camundongos (Correa da Silva et al, 1997). Da mesma forma, os granulos das
céluias NK ativadas obtidas do bago apresentam reacdo positiva, ndc apresentando
porém, reacio na superficie celular (Fonseca, 2000). Por outro lado, os granulos das
células NKu presentes nos sitios de embrido lesados perdem a reatividade para com a
lectina DBA {(Roman, 2001) enquanto mantém a marcagdo na superficie celular.

Tais dados sugerem que os glicoconjugados reativos & DBA presentes na
superficie celular devem ser diferentes daqueles encontrados no interior dos granulos.
Por conseguinte, enquanto o(s) glicoconjugado(s) contido(s) no(s) granulo(s) podem ser
comuns entre as NK esplénicas e uterinas, o(s) glicoconjugado(s) expresso(s) na
superficie das NKu parece(m) ser altamente especifico(s) desta populacdo linfocitaria.
Esta € a primeira evidéncia direta de que as células NKu podem expressar moléculas
especificas na superficie celular, as quais podem estar relacionadas com © seu
comportamentc peculiar no utero durante a gestagéo.

Por essas consideragdes, justifica-se o uso de células NK-u integras (no lugar de
glicoconjugacdos isolados) como potencial indculo imunogénico para inducdo da resposta

imunologica do animal inoculado, contra o glicoconjugado de expressdo especifica na
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superficie das células NKu de camundongos. A imunizacdo com células NKu inteiras
como inccuio antigénico foi utilizada por Stewart e colaboradores (1894), tendo o rato
comoc animai recepior do indculo. Segundo esses autores, o animal imunizado
respondeu salisfatoriamente & producgdo de imunogicbulinas, que reconheciam as
células NK-u. Porém, os anficorpos monoclonais obtidos por estes autores também
reagiam com linfécitos T de forma indistinta. Tal resultade € perfeitaments
compreensivel, uma vez que a inoculagdo com antigenos interespécie deve resuliar
predominantemente em resposta imunoldgica, envolvende o© reconhecimento dos
ajcantigenos, por parte do sistema imune do receptor. Esta resposta majoritéria acabou
por camuflar e dificultar a identificagdo de outros clones que viessem a produzir
anticorpes contra antigenos de menor expresséo.

Na tentativa de contornar este problema, mas procurando induzir a produgdc de
anticorpes para aniigenos de express3o especifica em células NKu foi idealizado um
protocolo de imunizagdo intraespécie, isto &, ulilizaram-se camundongos machos da
mesma espécie, como receptores do indculo antigénico, gue consistiu de céiulas NK
isoladas de camundongos prenhes.

Esta estratégia fundamentou-se no pressuposto de que a NK-u seria, de fato,
uma populacéo linfocitéria especifica, presenie exciusivamente no Gtero de fémeas
prenhes, expressando moléculas de superficie que poderiam ser reconhecidas como ndo
proprias pelo sistema imune do macho. As moléculas de expresséo especifica poderiam
ser exatamente agueles glicoconjugados reconhecidos pela lectina DBA.

Como indculo antigénico neste experimento foram utifizadas células NKu isoladas
e purificadas peioc método biomagnético, tendo as esferas magnéticas sido conjugadas
com a iectina DBA.

A literatura cita varios procedimentos para se obter células NK-u iscladas. Dentre
eles, o meétodo descrito por Mukhtar e Stewart (1988), que faz culiura de explantes da
glandula metriai. Stewart e colaboradores (1994) utilizaram este método para a obtengéc
de NKu, usadas como indculo anfigénico para obter anticorpos monoclonais em ratos.
Por este metodo, além da guantidade de células NKu isoladas ndo ser muito grande, hé
um atto risco de contaminag&o com outras populacdes celulares (Fonseca, 2000). Kiso e
colaboradores (1998) relataram o isclamento de células NK-u de giandula metrial de

camundongoes, usando esferas biomagnéticas conjugadas ao anticorpo anti-asialo-GM1.
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Asialo-GM1 € um esfingosidic presente no sistema nervoso central, gue também &
expressc na superficie da membrana de diversos leucdcitos, inclusive as NK, néo
havendo, portanto, certeza quanic 2 pureza da populaco celular isclada com o uso
deste marcador. Desta forma, a lectina DBA que apresenta gitz afinidade e
especificidade pelas células NK-u de camundongos toma-se um importante método para
o isolamento e purificacdc destas células, quando conjugadas &s esferas biomagnéticas.
Por este método, pdde-se obter quantidades suficientes de células NiK-u isoladas para ¢
indculo, uma vez gue eram faciimenie removidas das esferas com & adigdo do aclcar
inibidor (NacGal) no meio de incubacdc. A especificidade da lectina DBA para com o N
acetil- galactosamina € bem estabelecida (Wu e Sugii, 1998), sendo uma solucdo do
acucar a 0,1M, suficiente para deslocar 2 ligacdo entre a lectina DBA e o3
glicoconjugados da superficle celular das celulas NK-u A adigde da N-aceli-
galactosamina também funcicna como um “freio” na reacdc de associagae, impedindo a
progressac da ligacac das esferas na superficie das células. A imunizag&o usando
células integras como antigeno, em métodos convencionais de inoculacéo intraperitonesi
ou intravenosa, exige cerca de 10° células/indculo como antigeno para induzir uma boa
resposta imune {Cowley, 1995). O numerc de células NK-u isoladas, mesmo por meio do
método biomagnético, & pequeno (em média 10 x 10 animal doador). Por esta razdo, a
primeira inoculagéo foi feita diretamente no baco, regido de proliferac@o dos ciones de
linfécitos B, 0 que supostamente permiie uma sensibilizacdo maior, Mesmo Com uma
pequena quantidade de antigeno (Cowley,1995). Conforme descrito em Resultados, dos
g animais inoculados, apenas um mostrou producac de anticorpos especificos para as
células NKu. A deteccéo desses anticorpos, assim como a elevagdo do seu titulo, foi
realizada sempre pelo metodo imunocitoquimico em cortes histologicos efou células NKu
isoladas. Cumpre salfientar que as reagdes imunocitoquimicas realizadas em céiulas
jsoladas e/ou em cortes histologicos apresentaram intensa reacac inespecifica, mesmo
com © soro de animal prée-imune. Tal padrdc de reacdo era esperado, uma vez gue ¢
sore imune ou pré-imune obtido de camundongo era incubade com células NK-u e
cortes histolégicos também de camundongos, faverecendo reagdes inespecificas. Apds
inumeros  tesles reslizados, as reacfes inespecificas foram removidas, pela
inibicBo/blogueic das seqliéncias dos sitios que pudessem ser a causa das reagbes

inespecificas, tais como as imunoglobulinas e receptores Fc gue se encontram



normalmente presentes na superficie das NKu, assim como distribuidas naturalmente
nos tecidos de qualquer érgéo.

Cabe salientar que, dentre os melhores resuliados obtidos nas feniativas de
solucionar o probiema da reacdo inespecifica, o uso de microondas, segundo o principic
de Tornehave et al (2000) foi o que apreseniou maior eficiéncia. Pelo protocolo de
imunocitoquimica adotado, pode-se comprovar que ¢ soro do animal imunizade utilizado
contemn anticorpos que reagem intensamente com antigenos presentes na supsrficie das
céiulas NKu.

Ao se atestar a especificidade do anticorpo contido no sore do animal para com
as células NKu de camundongos, que atingiu o titulo de 1:180 no método
imunocitogquimico, comprovou-se a premissa de que as células NKu seriam capazes de
induzir 2 resposia imune intraespécie, pela expresséo de antigenos especificos a esta
nopulacao celular.

A especificidade do anticorpo policional produzido para as NKu pode ser atestada
ainda pelas reacGes negativas observadas nos 6rgéos linféides, como o baco, utilizado
como controle. Qutro controle foi feito em cortes histologicos de Utero prenhe de
camundongos da linhagem BALB/c, a mesma dos animais imunizados. A reacéo foi
positiva, indicando que a resposta imune foi contra antigenos especificos das células
NK-u e ndo contra antigenos da linhagem Swiss.

Na obtencdo dos anticorpos monocionais, foram selecionados agueles que
mantiveram reatividade para com as células NKu nos testes imunocitoquimicos. Nesta
selec&o foram evidentes dois padrbes caracteristicos de marcacgéo, quais sejam: aguelas
com reatividade somente no conteudo citoplasmatico e aguelas que marcavam tanto o
citoplasma quanto a superficie celular, Quatro clones representativos destes padrdes
foram selecionados: 204.1C10, 2C4.5A10, 2C8.2B9 e 208.2F4 e inoculados em
camundongos para a obencao da ascite peritoneal.

A isotipagem realizada com ¢ sobrenadante das culturas dos clones demonstrou
gue todos aqueles selecionados apresentaram imunoglobulinas do tipo IgM. Néo se
pode estabelecer as razdes desta coincidéncia, nem t&o pouco as razbes precisas que
induziram as células imunes na producao da imunoglobulina do tipo igM, como resposta
ao estimulo antigénico, mesmo apés o prolongado periodo com repetidas inoculagdes do

antigenoc.
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Os testes imunocitoquimicos realizados com as ascites dos clones demonstraram
a manutenc&o dos padrdes de marcacdo nas células NKu, isto &, os clones 2C8.289,
2(C8.284 marcavam somente o ciloplasma, enguanic os cionses 2041010, 2C4.5A10
marcavam © conteudo citoplasmatico e a superficie celular, em titulos de aié 11000,
Pelo "western Dblotling”, os anticorpos monocionais derivados dos clones 2C8.2B9 e
2(06.2E4, marcavam as mesmas bandas: 414 KDa e 893 KDa, enquanto 0s clones
2C4.4C10 e 2C4.5A10 marcavam as bandas de 52,0 KDa, 53,8 KDa e 77,7 KDa. Por
estes resultados prasume-se que os clones provenientes da cultura 208 (2C6.2B% e
2C8.2E4) sejam origindrios de um mesmoc clone mae, assim como os clones
provenientes da cultura 2C4 (2C4.1C10 e 2C4.5A10). E importante salientar que os
guatro anticorpos monoclonals identificaram bandas que tém comespondéncia com
aguelas positivas para lectina DBA. Assim, presume-se que 08 anticorpos monoclonais
gue apresentaram realividade na superficie das células NK-u possam  estar
reconhecendo a(s) mesma(s) molécula(s) que interagem com a lectina DRA.

Desta forma, como as células NKu isoladas do uUtero de fémeas prenhes sdo
capazes de induzir a resposta imune em machos da mesma espécie, comprova-se que
estas células expressam antigenos ndo reconhecidos pelo macho. isso implica em
reconhecer que as células NKu sejam populacdes especiais de células NK, como vem
sendo especulado, com base no seu comportamento peculiar. Porém, até o momento,
esta afirmac@o nao fol comprovada experimentaimente porque ndo foi identificado
qualquer elemento especifico das NKu, que pudesse ser correlacionado com uma
funclo especifica destas células na gestacfo. Pelas caracterizacdes iniciais realizadas
com 0s anticorpos obtidos neste trabalho, em particular aqueles que reagem com a
superficie celular, & possivel que se tenha obtido marcadores especificos para as células
NKu e 0s respectivos substratos antigénicos sejam moléculas de expressdo exclusiva e
relacionadas especificamenie com a atividade desempenhada pelas NK-u na gestacao.

Trabalhos subseglentes serdo realizados com o objetivo de caracterizar 0s

antigenos deteciados pelos anticorpos monoclonais anti-céluias NK-u.
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6 - CONCLUSOES



Com os procedimentos adotados e resultados obtidos no presente trabalho pode
se condciulr que:

¢ (s glicoconjugados reativos a lecting DRA foram detectados nas diferentes
finhagens de camundongos lestadas, Este resultado sugere que tais moléculas sejam de
expressdo universal nas células NK-u de camundongos.

¢ A imunizagao intraespécie com celulas NK-u integras, induziu uma resposta
imune com a produgdo de anticorpos. Este fato corrobora a hipdtese de que estas
células s8c exclusivas do ambiente utering.

¢ Foram obtidos anticorpos monocionais pela técnica de hibridomas aue
apresentaram dois padrdes distintos de reconhecimento das céluflas NK-u. Um dos
anticorpes foi capaz de marcar a superficie e citoplasma (aniicorpos dos hibridomas
derivados do clone 2C4). O ocutrc marcou apenas o citoplasma {(anticorpos dos
hibridomas derivados do cione 2C8).

¢ Todos os anticorpos produzidos peios hibridomas expandidos até o momento,
foram isotipados como sendo IgM, cadeia Kappa.

¢ A correspondéncia dos anticorpos monoclonais com bandas lectina DBA
positivas sugere que os subsiraios antigénicos, reconhecidos por estes anticorpos,

sejam molécuias de expressdo especifica das NK-u.
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7. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA
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Figura 1. Fotomicrografia de corte histolégico de Utero, no 9°ddg mosirando distribuicéo
de células NK-u DBA positivas (seta) na regido mesometrial do Utero, de camundongos
da linhagem C57BL/8. Células do estroma {cabeca de seta) 300 x.

Figura 2. Detalhe da fotomicrografia anterior, mostrando o padrao de reatividade das
células NK-u pela lectina DBA (seta). Notar a reacdo positiva nos granulos e na
superficie celular das NK-u, & ausente nas demais células do estroma endometrial. 750
X.

Figura 3. Fotomicrografia de corte histologico do bago de camundongo Swiss,

mostrando auséncia de reacao nos linfdcitos, pela iectina DBA. 200 x.

Figura 4. Fotomicrografia de corte histologico do timo de camundongo Swiss, mostrando

auséncia de reacdo nos linfdcitos, pela lectina DBA. 420 x.

Figura 5. Fotomicrografia de corte histolégico de dtero no $°ddg. Reagéo controle da
citoquimica da lectina DBA, com a adigdo de N-acetil-galactosamina 0,1M. Observar a

inibicdo completa da marcacao, tanto nos granulos, quanto na superficie das celuias NK-
u {cabeca de seta). 720 x.

Figura 6. Fotomicrografia de ceélulas NK-u isoladas ¢ associadas a esferas

biomagnéticas conjugadas com lectina DBA {seta). Microscopia de contrasie de
interferéncia diferencial. 350 x.
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Figura 7. Folomicrografia de células NK-u iscladas e purificadas, apds desassociacie
com z adicgo de N-acetil-galactosamina. A totalidade das céluias isocladas spresentou
reacéo positiva a lectina DBA, reveladas pela estreptoavidina-fluoresceina. Microscopia
de flucrescéncia. 350 x.

Figura 8{a e b}. Folomicrografia de corie histoldgico de Gtero no 9°ddg submetido a
reacdo imunocitoquimica com soro de animal imunizade. a) Microscopia de fluorescéncia
mostrando intensa marcacdo na superficie ceiular de células NK-u (seta).b) imagem
correspondente de a em microscopia de interferéncia, mostrando as céiulas NK-u

positivas (seta). 300 x.

Figura 8. Fotomicrografia de corte histolégico de Utero no 9°ddg submetide a reacéo
imunocitoguimica com sobrenadante de cuitura do clone 2C4.5A10. Observar a
marcagao delineando a superficie celular e no contetdo citoplasmatico de células NK-u

(setas). Hemacias (cabeca de seta). Microscopia de fluorescéncia. 320 x.

Figura 10. Fotomicrografia de corte histolégico de Uterc no 9°ddg submetido a reacdo
imunocitoquimica com sobrenadante de cuitura do clone 2C8.2D4, Observar a marcacso
apenas no contedido citoplasmatico de células NK-u (seta). Hemacias (cabeca de seta).
Microscopia de flucrescéncia. 320 x.
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© Figura 11. Padréo de reac¢do imunoquimica com os anticorpos monocionais e lectina
DBA in vitro, do homogenado tecidual da glandula metrial de camundongos ne 9° ddg,
apds SDS/PAGE e transferidas em membrana de nitroceluiose.

P — Padrac de peso molecular (Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range);

L. - Reac¢do com lectina DBA biotinada/estreptoaviding peroxidase;

Msc - Reacdo com anticorpo monoclonal anti-NK-u (2C4.5A10)/anti-camundongc
peroxidase;

Mc - Reacdo com anticorpo monocional anti—i\ii(-u (2C8.2B9Yanti-camundongo
peroxidase;

Ce — Reacao controle com estreptoaviding peroxidase;

(s - Reago controle com anticorpo secundario anti-camundongo peroxidase;
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