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RESUMO

As células Natural Killer participam da resposta imune inata por meio da sua acio
citolitica sobre células alvos que expressam antigenos de superficie nZo reconhecidos
como proprios ou anormais. A capacidade citolitica € atfribuida 2 liberacdo do seu
conteGdo granular, gue contém, além de perforing, granzimas e outras enzimas
hidroliticas. Durante a gestacfo s8c encontradas elevadas incidéncias de células NK no
utero (NKu), que apresentam comportamento peculiar e distinto das células NK do sangue
circulante (NKc). Se por um ladoe tem sido comprovado que, & célula NK atua na
manutencfo da homeostasia e equilibric do ambiente uterinc durante a gestac@o, por
outro lade, ndo ha dados que demonsirem 2 atividade citolitica ou citoiéxica das NKu na
gestacgo normal, ou, se esta pode ocorrer em situacdo de anommalidade.

O presente trabaiho teve o intuito de estabelecer um modslo experimenta gue induz
uma anormalidade na gestacdo para avaliar o comportamento das células NKu nestas
condigBes. Para tanto foram realizadas lesdes dos sitios de desenvolvimento embricnario
ou fetal por meio de perfuraco dos sitios com aguiha hipedérmica em animais nos 8°, 8°,
10°, 12°, 15° e 17° dias de gestagdio. Amostras de sitios lesados e ndo lesados foram
coletadas nos intervalos de § e 24 horas pés-lesdo para andlises macroscopicas e
microscopicas. Nas andlises microscopicas, 0s materiais foram processados pelas
tecnicas histolbgicas rotineiras de parafina e submetidos as reacSes histoguimicas de
PAS e lectina DBA (Dolichos biflorus), assim como peio TUNEL.

Pelas anaiises macroscopicas, foram verificadas ocoméncias de hemorragias de
diferentes intensidades classificadas como sendo de tipos: lateral (HL), mesometrial (HM),
generalizada (HG) e atrdfica (HA), de incidéncias tanto nos sitios submetidos 3 lesdo
primaria guanto nos adjacentes ndo manipulados.

Nas andlises microscopicas dos cortes submetidos as reacSes histoquimicas, foram
encontradas células NKu com alteragdes morfoldgicas nos sitics com HM, HG e HA,
porém, n&o naqueles encontrados nos sitios HL & normais. As alieragSes das NKu foram
classificadas em categorias de | a Vi, baseando-se no padréo de reatividade pela lectina
DBA encontrada na superficie celuiar e/ou no contedde granular. Dentre as alteracdes
das NKu, chamou maior atengdo aguela com auséncia de marcacdc no conteldo
granular. As incidéncias de células NKu com estas alteragSes variaram tanto ao longe da
gestacBo, quanto nas éreas em que se encontravam nos sitios hemorrégicos. Ressalta-se
a coincidéncia dos periodos em gue foram encontradas maiores incidéncias de



X1

hermorragias nas regides (HM, HG e HA), com os periodos de maior incidéncia de céiulas
NKu apresentando alteragbes. Néo foi encontrado aumento significativo na incidéncia de
céiulas NKu com nlcieo apoptético, porem as células trofoblésticas mostraram marcacgbes
positivas em maior proporgdo no periodo de 24 horas pds-lesdo.

Os resuliados obtidos, demonstram que a lesfo embriondria ou fetal provoca
desequilibrio acentuado no ambiente uterino, acarretando em hemorragias de diferentes
intensidades, onde foram enconiradas células NKu de morfologias alteradas. As
alteracbes encontradas nas células NKu sugerem a ocomréncia da liberacdo do seu
conteude fitico. O fendmeno da degranulac8o ocorre em células NKu diferenciadas sem
acarreiar na auto-degeneracdoc, podendo o seu contetido granular ser restaurado. O
provavel efeito da liberaco do contetdo litico pelas células NKu pode estar relacionado
com o aumento de células trofoblasticas com nicleo apoptdtico no periodo de 24 horas
pos-lesdo, conforme determinado pelo teste de TUNEL. O fato de terem sido encontradas
as mesmas alteracbes também nos sitios ndo submetidos & lesdo, faz pressupor um
efeito sistémico decorrente da lesfio. Além disso, a coincidéncia do pericdo em que se
verificarn as hemorragias mais acentuadas nos sitios de maior incidéncia das NKu com
alteracgbes, configura uma relacdo direta entre os dois fendmenos decomrente da gestacdo
anomala.
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ABSTRACT

The Natural Kilier cell shares in the innate immunity by targeting its cytolytic activity
against cells expressing non-self or abnormal MHC class | antigens. The coytolytic
capability is related to perforin, granzymes and hydroivltic enzymes comtents of the
granules that once released induces apoptosis of target celis. However, the NK cell found
in the pregnant uterus (UNK) shows peculiar and distinet behavior if compared with those
collectad from circulating blood (NKc). One of intriguing question in the immunology of
reproduction is the presence of such a killer cell which does not trigger the lytic activity
neither in vifro nor in the pregnant uterus.

The present work aimed to establish an experimental model of abnormal pregnancy
in the mouse to evaluate the uNK cell behavior. In order to, it was performed mechanical
iesion of embryo or fetus from 8° o 17° days of pregnancy {dp). Sampies of damaged and
undamaged uterine sites were collected at 6 and 24h after and evaluated by naked eve.
The desired uterine samples were processed for conventional paraffin embedding,
sectioning and staining with PAS or DBA (Dolichos biflorus) lectin cytochemistry, as so as,
for TUNEL method.

Both damaged and undamaged uterine sites showed hemorrhages that were
classified as lateral (LH), mesometrial (MH), general (GH) and atrophic (AH) according to
intensity and localization. The uNK cells found in uterine sites with the MH, GH and AH
showed changes of morphology and DBA lectin reaction patterns which were classified in
the range from | to VI. Among the changes, those uNK showing lost of DBA reactivity in
the granules contents {class 1) attract special attention. The distribution of such an altered
uNK cells varied both along the gestation period and localization in the uterine sites with
hemorrhage. The higher incidence of uNK presenting alterations coincides with those
periods of higher incidences of hemorrhages in the mesometrial region. No significant
increase of apoptotic uNK amount was detected in the damaged sampies but the
increased amount of trophoblast cells with labeled nuciei with TUNEL method was seen
24hs after lesion.

Therefore, the embryo or fetus lesion induces the environment unbalance of
respective and adjoining uterine sites eliciting the hemorrhage of different intensities,
where were found morpnologically abnormal uNK celis. The morphological changes found
in the uNK cells suggest the occurrence of granules contents releasing by fully

differentiated cells without self-degeneration and the granules contents being probably
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restored in. The increasing of frophoblast apoptosis found at 24h afier lesion could be the
effect of cytolytic activity of uNK cell. Since the same profiles of alterations were found in
the undamaged uterine sites, the effect of lesion seems to affect systemically the uterus.
Furthermore, the coincidences between the periods of higher hemorrhage and higher
incidences of mature uNK ceil, suggest a direct reiation between them in the zbnommal
pregnancy.



1- INTRODUCAO



A implantacdo embrionaria em roedores tem inicic com ¢ intimo contato enire a
membrana plasmatica do blastocisto e do epitélio luminal que prossegue com a gradual
penetracdc do trofoblasto para o interior do estroma endometrial {(ENDERS, 1985
BEVILACQUA and ABRAHAMSOHN, 1989, ENDERS and WELSH, 1993). Ao redor da
metade do periodo de gestag@o verifica-se a formacBo da placenia definiiva aque
compartilna ¢ suprimento sanguineo matermo para suprir 2 demanda do desenvolvimento e
crescimento fetal (AMOROS0, 1852

O sucesso da implantacio do embriZe e do desenvolvimento do felo que se hospeda
no ambiente uterino envoive um conjunto de mecanismos complexos, considerando-se
particularmente a diversidade genetica do concepto que n3o induz a rejeicdo imunolégica
por parie do hospedeiro.

Contribul para esta transparéncia imunoldgica o fato das células trofoblasticas
expressarem apenas antigenos de superficie das classes HLA-G, HLA-C & HLAE (KING,
1989). A auséncia de HLA-A nas céiulas frofobldsticas, por sua vez, ndo induziria a
resposta imunolbgica classica envolvendo linfocitos T (AVRIL et al, 1999). isso explica, em
parte, o desaparecimento destes linfocitos do (tero durante a gestagdo (HUNT et al, 2000).
Por outro lado, € constantemente encontrada, neste ambiente, uma populacgéo de linfocitos
NK, tantc em roedores (SELYE and MCKEOWN, 1935, STEWART and PEEL, 1877;
BULMER et al 1983, PEEL, 1989; HEAD, 19896-97; CROY et al, 1997) guantc em
humanos (BULMER et al, 1991; KING et al, 1996-97).

Essas celulas, inicialmente conhecidas como grandes linfocitos granulosos {(LGL) em
humanos {STARKEY et al, 1988; KING and LOKE, 1991; BULMER et al, 1981; KING et &l
1996-87; HUNT et ai, 2000) e células granulosas da glandula metrial (GMG) em roedores
(PEEL, 1989, STEWART, 1991, CROY and KISC, 1993), foram caracterizadas por meic da
imunofenotipagem e, atualmente, s&o identificadas como pertencentes 2 linhagem NK,
sendo denominadas, respectivamente, NK deciduais CD58 ™/CD16 4™ (KING et al, 1998;
LOKE and KING, 2000) e NK uterinas CD47/CD8/Ly49"/Asiaio-GM-1" (MUKHTAR et al,
1989; PARR et al, 1980; KARLHOFER et al, 1992; KIMURA et ai, 1995; WHITELAW and
CROY, 1996; HELD and RAULET, 1897, ROTH et ai, 2000).

A presencga de linfécitos NK, conhecidos pela sua destacada atividade
citolitica/citotéxica (TRINCHIERI, 1989; ZHENG et al, 1991a; KING et al, 1883; ZHENG et
al, 1993; STEWART, 1998}, tem sido motivo de especulagbes que tentam atribuir fungdes
relacionadas com a gestacdo ou mesmo procurar uma razdo para a sua presenca.



A semelhanca das NK encontradas no sangue circulante (NKc}, as NK uterinas (NKu}
produzem inumeras citocinas, fais como: TNF-a {(PARR et al, 1995, WHITELAW and
CROY, 1886, GUIMOND et al, 1999}, IFN-y (PLATT and HUNT, 1998, ASHKAR and
CROY, 1998, GUIMOND et al, 1898, CROY et al, 2000a), INOS e eNOS (PARR et al, 1990
CROY et al, 1991b; GUIMOND et al, 1999; BURNET and HUNT, 2000}, CSF-1 (CROY et
al, 1981b; CHEN et al, 1993, CROY et al, 1986-97; GUIMOND et al, 1989), LIF (CROY et
al, 1991b), GM-CSF (CUTURI et al, 1989; DRAKE and HEAD, 1994; JOKH et al, 1994)e
TGF-B1 (GRAHAM et al, 1992; CHENG et al, 1993). Da mesma forma, os seus granulos
contém perforina (PARR et al, 1987; PARR et al, 1990; ZHENG et al, 1991a), granzimas
(KING et al, 1993) e oufras enzimas hidroliticas (BULMER, 1963, 1968; CORREA DA
SILVA, 1886, DELGADO et al, 1988). Nas NKc, este conietdo granular estd diretamente
relacionado com a afividade citolitica destas células, que reconhscern como alvos as
céluias cujas moléculas do complexo principal de histoccompatibilidade (MHC) apresentam
alteracbes decorrentes de malignizacdo ou infecgbes virais (GUMPERS and FPARHAM,
1995; SU et al, 1998; COLONNA et al, 2000).

Se por um lado, a importancia da sintese e secrecdo de citocinas tais como ¢ eNOS e
[FN-y pelas NKu tenha sido comprovada na manutencdo da homeostasia do ambiente
uterinc durante a gestacéo (CROY et al, 2000a; BURNET and HUNT, 2000), por outro
lado, nfo ha dados comprovatorios definitivos, quanto ao envoivimento das NKu em
atividade citolitica ou citotéxica na gestacgéc.

Os resultados frustrantes dos experimentos que tentaram avaliar a atividade citotoxica
das NKu frente as céiulas trofoblasticas (PEEL, 1989; HUNT, 1989; CROY, 1990; HUNT,
1990; KING and LOKE, 1990; STEWART, 1990}, tumocrais (STEWART and PEEL, 1999a)
ou mesmo com celulas infectadas por virus ou baciérias (ZHENG et al, 1991b;
YOSHIZAWA et al, 1994; SANCHEZ et al, 1996) sugerem que a despeito da semelhanca
fenotipica com as NKc, as NKu seriam um subtipo de NK, com um mecanismo de controle
de ativagdo peculiar. Conflui para esta hipdtese o fato de ndo ter sido descrite, até o
momento, quaiquer indicio de atividade cifotéxica das NKu durante a gestacdo normal,
exceto o indicio indireto de que ha maior incidéncia destas céluias nos casos de aborto
recorrente de humanos (YOKOYAMA et al, 1994; VASSILIADOU and BULMER, 1998;
FUKUI et al, 1989; VASSILIADOU et al, 1993; MIKI et ai, 2000). Além disso em
camundongos, as células NKu expressam glicoconjugados reativos & lectina Dolichos
biflorus na superficie celular (CORREA DA SILVA, 1997), ndo encontrados em NK
espliénico (FONSECA, 2000},



Por conseguinie, para a plena compreenso das funcdes desta subpopulacéo de
céliula NK faz-se premente estabelecer um modelo experimental gue possa agvallar ¢ seu
comporiamento em situacao de desequilibrio ou anormalidade na gestaco,



2 - Revisao de literatura




2.1- Endométrio de roedores na implantagdo

No decorrer da implantagio embrionéria e prosseguindo para a fase de placentacio,
o endometric sofre profundas modificagBes no tocante 3 sua celularidade e vascularizacio
(ABRAHAMSOHN, 1983; WELSH and ENDERS, 1985, 1987; CROSS et al, 1994).

Os fibroblastos do esfroma endometrial sofrem um fendmenc de iransformacio
celular, referidos como decidualizagdo (BEVILACQUA et al, 1991; APLIN and GLASSER,
1994), que resuliam na modificacdo da forma, ultraestrytura & metabolismo destas células,

A reac8o decidual em roedores inicia-se no endométrio que circunscreve a area da
implantac8o embriondria junto & cripta da luz uterina, na regifio antimesometrial (ENDERS,
1965; BELL, 1983; BEVILACQUA and ABRAHAMSOHN, 1988). Em camundongos este
processo inicia-se ao redor do 5° dia de gestac@io (REINIUS, 1867, SCHLAFKE and
ENDERS, 1975, BEVILACQUA and ABRAHAMSOHN, 1989, ZHENG et al, 1991b). A
medida que se consolida a implaniacio e ocome o crescimento embriondrio, a reacio
decidual propaga-se centrifugamente no endométrio da regido antimesometrial em relagio
ao embrigo. Com a formag8o e crescimento do cone-ectopiacentdrio, agora a reacdo
decidual propaga-se para a regido mesometriai (ABRAHAMSOHN, 1983). A medida que
ocorre a prepagacdo da reacdo decidual na regido mesometrial, a sua rede vascular torna-
se mais proeminente ¢ dilatada (WELSH and ENDERS, 1891), favorecendo a formaco da
piacenta definitiva.

Durante ¢ processo de decidualizac8o, a matriz extracelular do estroma endometrial
também sofre modificagbes estruturais com mudangas no colagenc e proteoglicanas
(APLIN et al, 1988; ALBERTO-RINCON et al, 1889; APLIN and JONES, 1989; MYLONA et
al, 1995; APLIN et al, 1998).

Atribuem-se a decidua as fungbes de conter a invasividade do trofoblasto
(BEVILAQUA et al, 1991; APLIN and GLASSER, 1994), manter a ancoragem segura do
biastocistc no endométric na implantago, além de prover a nutricdo do embrido
(ABRAHAMSOHN, 1983) e produzir horménios para a manutengio da gestacio (LALA et
al, 1986).

2.2- Quiras populacdes celulares na decidua
No dtero prenhe podem ser encontradas, além das céiulas do estroma endometrial,
populagbes transitorias de leucteitos (BULMER, 1995). Estas céiulas atravessam a parede



dos vasos sanguineos e linfaticos, podendo atuar contra infecges de microorganismos
patogénicos.

No entanio, hormbdnics esterdides do ovario atuam sobre estes leucdcitos,
principaimente mantendo a viabilidade (progesterona) & promovendc a migracdo dos
leuctcitos dentro do uUtero (estrégenc). Neste mesmo periode ha um aumento de células
NKu, macréfagoes = eosindfilos (MUANG et al, 1985, GRIFFITH et al, 1887).

As funcles especificas da subpopulagdo de leucdcitos uterinos ainda estdo pouco
esclarecidas.

Os macrofagos s8o principalmente responsaveis pela producdo de fatores de
crescimento, cifocinas e proteases, além de atuarem na destrui¢do e remocac de células
estranhas (HADDAD et al, 1985, SALAMONSEN, 1898, HUNT et al, 2000). Estudos
regiizados em camundongos mulantes mostraram gue ¢ fator estimulador de estrégeno e
fator estimulador de coldnias (CSF-1) contribuem para g diferenciacio de macréfagos no
gtero {POLLARD et al, 1991). Na auséncia destes falores, os camundongos mantém a
mesma frequéncia de embrides implantados, porém, no periodo mais tardio da gestacdo
aumenta o indice de reabsorc@io fetal. Observa-se ainda a reducdo do tamanho da
ninhada, como também a diminuicdo do tamanho fetal e dos neonatos. Nac ocorre
alteragdo do peso da placenta, mas verifica-se © aumentc das camadas do
espongiotrofoblasto e do labirintotrofoblasto, enguanto as células glicogénicas da placenta
tornam-se reduzidas (ROBERTSON et al, 1999).

Ao contrario dos demais tipos de leuctcitos uterinos, os mastdcitos uterinos #&m
importante papel durante o ciclo menstrual, responsavel pela sintese e liberacéo do fator
de necrose tumoral {TNF-g} ¢ interleucina-1 (IL-1), estimulandc as celulas do estroma
endometrial a produzirem metaloproteases (SALAMONSEN, 1999).

O agregado de linfécitos B e T desaparece do Utere, tornando-se dificil de ser
identificado (HUNT et al, 2000).

Somente linfocitos da linhagem NK e os macréfagos tomam-se proeminentes {(HUNT
et al, 2000). Segundo estes mesmos autores, no utero ha forgas atrativas, como as
guimocinas, fator estimulador de coidnias-1 (CSF-1) e fator estimulador de coldnias de
macrofagos (GM-CSF), sintetizado pelas células epiteliais uterinas no periodc da pré-
implantacéo e mais tarde durante a prenhez pelos leuctcitos granulares e céiulas do
mesénguima da placenta (ROBERTSON et al, 1999).

No {tero de mamiferos prenhes, incluindo-se os roedores, € encontrado um grupo de
linfocitos granulares {(LGLs), derivados da medula dssea (WHITELAW and CROY, 1885,



STEWART, 1998). Em roedores, estes L.GLs formam um agregado linfoide transitdrio
denominado glandula metrial, o qual se desenvolve entre a musculatura uterineg e o
endométrio decidualizado {CROY and KISO, 1993). Pela sua localizacBo e conteudo de
granulcs citoplasmaticos PAS positives, as células localizadas nesta regiSo foram
anteriormente denominadas células granulosas da gldndula metrial (GMG) (STEWART and
PEEL, 1977, STEWART and PEEL, 1980; WOOD et al, 1988: CROY, 1880 CLARKE,
1994; DELGADO et al, 1998).

Estudos baseados no imunofendtipo e constituiclio dos granulos das células GMG em
camundongos t&m comprovado que estas células pertencem & linfécitos da linhagem
Natural Killer (NK) (CROY, 1990; CROY et al, 1981b; PARR et al, 1991; ZHENG et al,
1991b). A denominacdo inicial de GMG foi substituida pela denominacdc de céiulas NK
uterinas (NKu) pelas sucessivas comprovacbes da sua similifude com as NK do sangue
circulante (NKc) (MUKHTAR et al, 1989; LINNEMEYER and HAMILTON, 1990; PARR et al
1980; ZHENG st al, 1981b; CROY and KIS0, 1993; LINNEMEYER and POLLACK, 1994).

A confirmacao final de que as NKu pertencem 2 linhagem NK foi elegantemente
demonstrada com animais transgénicos TgE26 (NK', T) e Rag-2" (NK', T", B deficientes
em linfécitos (GUIMOND et al, 1998; CROY et al, 2000ab). Estes animais, guando
transplantados com células de medula dssea ou baco de animais doadores depietados de
linfocitos T e B (SCID ™) foram capazes de reconstituir a populacéo de células NK tanto
circulantes quantc do ttero na gestacéio (GUIMOND et al, 1998; CROY et al, 2000a, b}

As céiulas NKu em camundongos estio presentes em proporgBes variadas no Gtero
durante a gestagdo, ou em dteros virgens (STEWART and PEEL, 1980, 1981; KiSO et al,
1992). KISC e colaboradores (1997), utilizando Ly49 e Asialo-GM-1, sugeriram que as
formas precursoras de NKu poderiam ser residentes permanentes do Utero, estando

presentes a partir de 4 semanas. Hé controvérsias sobre a sua incidéncia no Gtero virgem
ou né&o prenhe em decomréncia da ambiguidade dos marcadores utilizados para a
identificacio destas céluias, uma vez que ndo se tem conhecimentc de um marcador
especifico das NKu, que identifique as formas precursoras ou menos diferenciadas. Por
outro lado, PAFFARQ JR (2000, comunicagéo pessoal), utilizando lectina Dolichos biflorus,
que tem alta seletividade e afinidade pelas NKu de camundongos (CORREA DA SILVA,
1997}, em estudos estereoidgicos e quantitativos, encontraram formas precursoras de NKu
apenas a partir do 5° dia de gestag@o. Segundo GIACOBUCC! (1999, comunicacdo
pessoal}, no periodo de 38 horas pos-parto, ndo foram encontradas mais células NKu no
ambiente uterino.



A presenca de células NK ou similares a esias foi descrita em outros animais tais
como: camundongo selvagem, rato, hamster, macaco, ovelha, veado e porco (STEWART,
1998).

Em humanos foi identificado, zlém das NK CDS8™"™CD18, um novo subgrupe de
células linfocitarias denominadas NKT, que apresentam caracteristicas de céiulas NK,
porém sofrem maturacdo no timo adquirindo alguns receptores de membrana tipicos de
linfocitos T (EMOTO et al, 2000). Elas compreendem uma populaciio celular CD4™ e CD4'8
, expressando ambos TCRa/B e marcadores de células NK, como NKR-P1 (NK1) e Ly4B

(BENDELAC et al, 1997). Esta subpopulagdo no € encontrada no Gtero de camundongos
prenhes.

2.3- Caracteristicas gerais das células Natural Killer uterinas {(NKuj

A semelhanca das células NK enconfradas no sangue circulante (NKc), as NK do
ambiente uterinc (NKu) expressam marcadores de superficie, tais como asialo GM-1,
NK1.1, Thy-1, CD45 (MUKHTAR et al, 1989; PARR et al, 1990), CD84/NKG2C (KING &t al,
2000) receptor para interleucina-2 (IL-2R), receptor beta (MUKHTAR et al, 1989) e ainda
receptores para interleucina 15 (IL-15Ralfa) e para MHC classe | Ly49G2 (LGL-1).

As células NKu surgem no inicio da gestacdo e acumulam-se na regido mesomeirial
do utero prenhe, além de serem encontradas no interior dos vasos endometriais € em meio
as lacunas ocupadas por sangue matemno da placenta, assim como sdo encontradas em
intima associac&o com células trofobiasticas (STEWART and PEEL, 1978; STEWART,
1984).

As celulas precursoras das NKu sdo pequenas, destituidas de granulos (PEEL, 1989;
CORREA DA SILVA, 1997, PAFFARO JR et al, 1899b), ndo podendo ser distinguidas dos
linfocitos. A medida que se diferenciam, por volta do 6° ddg, tormam-se maiores, adquirem
granulos e s8o observadas figuras de mitose. Em roedores, a diferenciacdio das NKu
envolve o acimulo de glicogénic e o desenvolvimento de granulos citoplasmaticos com
elevagdo do contelido da perforina no seu interior (PARR et al, 1990), caracterizando
células NKu maduras.

A proliferagéo das células NKu continua nos 10°-12° ddg, alcangandc seu maior
numero entre os 12° e 14° ddg. A partir de entdo, ocorre a gradual diminuicdo destas
células no dtero (DELGADO st al 1996), desaparecendo completamente no periodo pés-
parte (PEEL, 1989). As células NKu em roedores tém sua viabilidade comprometida a partir
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da metade da gesiag8o, exibindo marcadores associados & apoptose, apresentando
fragmentac&o celular por perda da integridade da membrana e liberagsio dos granuios no
interior do estroma uterine (WHITELAW and CROY, 1998).

As celulas NKu plenamente diferenciadas s8o grandes, aicangando de 30 a 35um de
didmetro, podendo chegar até 50um (STEWART and PEEL, 1877). S8c caracterizadas
ainda pelos granulos clioplasmaticos contendo glicoproteinas reativas ac PAS (Acido
Peribdico de Shiff), resistente & diastase (SMITH, 1988; LARKIN and FLICKINGER, 1969
PEEL ot al, 1983; KISO et al, 1892).

No nivel ultraestrutural, os granulos citoplasmaticos das células NKu sao
heterogéneos (LARKIN and FLICKINGER, 1969, CORREA DA SILVA et al, 1998),
organizados em um centro homogéneoc margeadoc por um capuz eletrondenso de
microvesiculas membranosas (CORREA DA SILVA et al, 1996). Na regifo central
homogénea dos granulos das NKu estd contida a perforina (ZHENG et al, 1991a) enquanto
a serina esterase (PARR et al, 1990) e outras enzimas hidroliticas, tais como a b-
giucoronidase (BULMER, 1963), fosfatase 4cida (BULMER, 1969), arilsulfatase e
aminopeptidase (BULMER, 1968) e catepsinas D ¢ B (CORREA DA SILVA, 1997) estdo
distribuidas na regido do capuz eletrondenso. Tal distribuicdo constitutiva sugere que os
granulos apresentam compartimentos especializados, tendoc um dominic lisossomal
(capuz) e um dominio secretdrio {core) (JANIS et al, 1990, CORREA DA SILVA et al,
1908).

A perforina & uma proteina presente no contetido granuiar de linfocitos citoliticos (LIU
et al, 1995), tanto de linfcitos T citotdxicos (PETERS et al, 1991) como em células NK
(YOUNG and COHN, 1986). Essa proteina esté associada & atividade litica, perfurando a
membrana da célula alvo, fazendo-a perder sua integridade (LIU et al, 1995).

Tanto os finfOcitos T citotéxicos (LIN et al, 1991) quanto as NKu provocam a lise das
células-alvo (HEBERMAN et al, 1986, MULLER et al, 1989; OJCIUS et al, 1991), utilizando
0S mesmos mecanismos, ou seja, perforina/granzima e Fas/FasL {(NAGATA and GOSTEIN,
1995). O Fas ligante (FasL) € uma proteina trans-membrana que pertence 3 familia do
fator de necrose tumoral (TNF), que, juntamente com outras proteinas granulares como
hidroiases lisossomais, catepsina D e granzimas B est8o armazenadas nos granuios.

Estudos realizados in vitro com linfécitos deficientes em perforina mostraram uma
reducéo na atividade litica das células NKu (KAG! et al, 1994). Observagbes semelhantes
foram realizadas por LiU et al {1995) em camundongos deficientes em perforina,
mostrando serem incapazes de lisar fibroblastos. As granzimas s8o enzimas gue podem
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estar associadas ao desencadeamento da apoptose em células alvo, ou auxiliar outras
oroteinas como a perforina, e fragmentar 0 DNA da célula (NISHIMURA et al, 1988;
GRIFFITHS and ARGON, 1985}

Pelas caracteristicas morfoldgicas & pela imunofenotipagem néo se pode distinguir as
células NKc das NKu. Nao se conhece até o momento qualquer marcador especifico para
a identificac@o das céiulas NKu, contudo, tem sido relatado ¢ usc de métodos citoquimicos
com lectinas parz g identificacdo das células NKu de camundongos. DAMJANOY and
DAMJIANOV (1992) relataram a lectina DBA como a unica que reagia com as células NKu
do endométrio prenhe de ratas e camundongos. Este dado foi confirmado por CORREA DA
SILVA (1987) que distingue com o uso desta lectina em técnicas citoquimicas, 4 subtipos
relacionados com 0s estagios de diferenciacdco das NKu de camundongos. Segundo
CORREA DA SILVA (1997), a lectina DBA reage com glicoconjugados contendo N-acetil-
galactosamina terminais, presenies na superficie celular ¢ no contelde dos granulos,
padrido este ndo encontrade em guaiquer outro tipo de iinfécito de camundongos.
PAFFARC JR e colaboradores (1999a), utilizando esta mesma lectina, quantificaram os
subtipos de maturacdo das NKu presentes ac longo da gestagio em camundongos.

2.4- Fungdes das céluias Natural Killer uterinas na interface materno-fetal

Frente as caracteristicas fenotipicas e constitutivas, juntamente com a incidéncia
especifica no utero durante a prenhez, pressupde-se uma importante participacio das NKu
na imunologia da reproducdo (ZHENG et al, 1991b; ZHENG et al, 1993).

Tante os linfocitos T citotoxicos (LIN et al, 1981) quanto as células NK provocam lise
das células alvo (HEBERMAN et al, 1986; MULLER et al, 1989; OJCIUS et &, 1891), pela
iberacdo do contelGdo citolitico dos seus granulos. A citotoxicidade de NK e linfocitos T
citotoxico € atribuida 2 um processo de secrecdo, no qual o contetde dos granules das
céluias efeicras ¢ liberado provavelmente por exocitose para ¢ espacgo exiraceiular enire
estas células efetoras e a célula alve (YOUNG and COHN, 1986, BOSSI and GRIFFITHS,
1999).

As presengas da perforina, serina esterases, hidrolases e oufras enzimas
degradativas nos granulos das células NKu sugerem que podem desempenhar uma funcac
litica no ambiente uterino (KING et ai, 1993).

WELSH E ENDERS, (1993), ao constatarem © aumenio da quantidade de NK
especificamente nos estagios iniciais da gestacdo, sugerem a participacdo destas células



12

na degradacdc das células epiteliais e do estroma adjacente durante a implantacic
embriondria e gue, posteriormente, atuariam sobre células endometriais, remodelando esta
regido na decidualizacio. Estas hipdteses nic foram comprovadas experimenialments,
uyma vezr que animals fransgénicos deficientes em céjulas NK  desenvolveram,
normalmente, a implantaco embrionaria, assim como ¢ inicio da decidualizacio (ASHKAR
and CROY, 1888; CROY et al, 2000z, b; ASHKAR et ai, 2000).

A incidéncia localizada das NKu na regi&o mesometrial, junio ao endométrio basal
limitrofe com o miométrio e a placenta fetal, fez pressupor a participac8o destas células na
ruptura desta regido por ocasi@o do parto {LARKIN, 1972; CROY, 1994; DELGADO et al,
1988, CROY et al, 1996-97). Depde conira esta possibilidade =z insxisténcia de
experimentos comprovatdrios, além de ser este periodo da gestacdo coincidente com o
declinio acentuado de NKu (STEWART and PEEL, 1880; PEEL, 1989; PARR et al, 1980,
KIS0 et al, 1892).

As potenciais células-alvos das NK sdo células infectadas por virus ou fumorais, cujos
receptores da classe MHC expressos na superficie sofrem alieractes (LYUNGGREN and
KARRE, 1980; GUMPERS and PARHAM, 1935; SU et al, 1998; COLCNNA et al, 2000).

YOSHIZAWA e colaboradores (1994) demonstraram que a presenca de
microorganismos no Gtero ndo € essencial para o estabelecimento das céiulas NKu, o que
descarta a hipotese de gue atuem somente na defesa, contra agentes infecciosos no Ltero.
Da mesma forma, células-aivos infectadas por virus ou animais prenhes infectados por
virus ndo alteram a incidéncia de células NK no dtero, ou mesmo a resposia direta destas
céluias (SANCHEZ et ai, 1996; BUENDIA et al, 1998).

Experimentos realizados in vitro para avaliar a citotoxicidade das células NKu, frente
as potenciais células-alvos tais como YAC-1 (CROY and KASSOUF, 1989; PARR et al,
1990; CROY et al, 1991a; LINNEMEYER and POLLACK, 1994; HEAD 1996-97) e 164 wehi
(STEWART and PEEL, 1999a; STEWART and PEEL, 1999b) demonstraram pouca ou
nenhuma atividade citolitica destas células.

Da mesma forma, estudos realizados em camundongos deficientes em perforina
demonstraram que estes animais apresentavam normalidade na gestagdo,
desenvolvimento da glanduia metrial e diferenciacéo das células NKu, indicando que a
perforina ndo é essencial para o sucesso da gestacdo (STALLMACH et al, 1995). Em
decorréncia destas frustrantes constatagdes quanto ao potencial citotoxico/citolitico das NK
no ambiente uterine, as atengdes foram focalizadas em oulras possiveis atuacBes das
NKu.
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Além da producio de proteinas liticas, as células NKu (ZHENG et al, 1991a; PARR st
al, 1985) produzem componentes da matriz extracelular, incluinde proteoglicanas e
osteopoentina (PARR et al, 1880; BRAGA and GENDLER, 1983; KISO st al, 1994; CROY,
1984; GUIMOND et al, 1999}, fatores vasoativos, tais como o dxido nitrico sintase induzivel
{iNOS) e endoielial (eNOS) (PARR et al, 1880; GUIMOND et ai, 1988, BURNETT and
HUNT, 2000} e participam da producdo de citocinas, fais como GM-CSF, C8F-1, fator
inibidor de leucemia, TGF-B1, TNF-a e IFN-y (CUTURI et al, 1888; CROY et al, 1991b;
GRAHAM et &l, 1982; CHENG st al, 1983; DRAKE and HEAD, 1994; JOKHI &t al, 1994;
GRAY et al, 1994; WHITELAW and CROY, 1296, CROY et al, 1996-97; PLATT and HUNT,
1908; GUIMOND et al, 1999).

Os recentes desenvolvimentos de multiplas linhagens de camundongos
geneticamente modificados tém confribuido com imporiantes dados pars inferir as
possiveis funcles para as células NK no Gtero. A anadlise do tero das linhagens de
camundongos imunodeficientes TgE28, deficientes am células NK e T revelaram
acentuadas anormalidades na gestacdo (GUIMOND et al, 1896, 1997, GUIMOND et al,
1999; ASHKAR et al, 2000). Nestes animais ndo ocorre o desenvolvimento da glénduia
metrial, mas sim, um edema decidual com defeito na remodeiacio vascular, envolvendo
grandes artérias maternas, além da redugio acentuada no tamanho da placenta e do feto e
maior incidéncia de reabsorgdes dos sitios embrionarios ou fetais (GUIMOND et al, 1997;
ASHKAR et al, 2000).

Efeito semelhante foi observade em camundongos iransgénicos deficientes no gene
IFN-y {(CROY et al, 2000a), exceto pela formacdo da glandula metrial com presenca das
células NKu. Estes dados comprovaram que as células NKu sdo responsaveis pela
produco de IFN-y durante a gestagBo, com ativa participagdo na manutengdo da
viabilidade das ceélulas deciduais, na modificacdo dos vasos sanguineos do Gfero, no
desenvolvimento normal da placenia e do feto (ASHKAR and CROY, 1999; ASHKAR et ai,
2000C; REDLINE, 2000). Com a auséncia desta citocina ocomre desenvoivimento menor dos
granuios das NKu e alteracdes ultraestruturais (BACH et al, 1997).

O processo de neovascularizagdo no Utero de roedores € maior apés a implantaco
embrionaria, acentuando-se com a decidualizacdo (WELSH and ENDERS, 1981). Segundo
os experimentos de KLAUBER e colaboradores (1997}, em camundongos tratados com um
inibidor da angiogénese, a implantacéo ocorre normaimente, entretanto por volta do 2° ddg,
ocorre fracasso na prenhez. Estes dados demonstram a importancia da vascularizacao e
indicam © periodo critico deste evento. WANG e colaboradores {2000) demonstraram
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reagdo positiva para o fator de crescimento endotelial (VEGF) nos grénulos das NKu,
mostrando que estas células sdo a maijor fonte de expresséo VEGF.

GUIMOND et al {1997) mostraram que ¢ &xido nitrico (NO} derivado das células NKu
também € imporiante no desenvolvimento da vascularizago uterinag matema duranie a
gestacdo. Mais recentements, em camundongos deficientes em INOS, foram observadas
anormalidades semelhantes nos vasos, ou seja, junto & musculatura circular, sugerindo a
idéia de que a producdco de NO pelas céluias NKu estaria relacionada com o relaxamento
das arterias espiraladas uterinas (BURNETT and HUNT, 2000).

Enquanto os estudos recentes relacionam a importancia das citocinas produzidas
pelas céiuias NKu na manutencdo da homeostasia da gestacdo, permanece a incognita
sobre as possiveis funcbes imunoldgicas destas células que afluem para o ambiente
uterino exclusivamente duranie a gestacio.

STEWART (1984) que constatou a presenca de céjulas NK junto aoc
labirintotrofoblasto da placenta de camundongos, sugerindo ser este o mecanismo para a
remocac de trofoblastos aberrantes, os quais poderiam causar disfuncdo e maiformacéo na
placenta (HEAD, 1996-97). A partir destes dados, varios ensaios t&ém sido realizados para
comprovar esia atividade.

Os experimentos in vifro realizados por CRQY and KISO (1993) demonstraram que as
células NKu s80 capazes de lisar um pequeno nimero de células trofoblasticas em cultura.
Da mesma forma STEWART and MUKHTAR (1994) demonstram em microscopia
gletronica de varredura que as células NKu obtidas do explante da glanduia metrial podem
estar em intimo contato com células trofobidsticas.

As possiveis interacbes entre a céluia NKu e o trofoblasto t8m sido parciaimente
esclarecidas com 0s avancos nos conhecimentos schre os receptores inibidores (KIR) e
ativadores (KAR) da funcéo citotdxica das células citoliticas.

As celulas NK apresentam receptores de membrana que reconhecem o0s antigenos
MHC classe |, dos subtipos HLA-E, HLA-G e HLA-C (KING et al, 2000; LOKE and KING,
2000), enquante os linfécitos T citotdxicos (CTL) reconhecem HLA-A (ARCK et al, 1989).
As céiuias trofoblasticas ndo expressam, na sua superficie, © HLA-A {AVRIL et al, 1899}, ¢
que explica a auséncia ou a migragdo expressiva de linfécitos T no ambiente uterino
durante a gestacdo. Por outre iado, os trofoblastos expressam o HLA-E e HLA-G, que s8o
reconhecidos peios receptores Ly49G das NK. Contudo, o receptor Ly48G em
camundongos (YOKOYAMA, 1993), e CDO4/NKG2 (LOKE and KING, 2000) em humanos,
& um recepitor KIR que inibe g indugdc da alividade litica das NK (GUMPERZ and
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PARHAM, 1985, MORETTA and MORETTA, 1997, VERMA et al, 1987). Este
reconhecimento enfre as NK e ¢ trofoblasto € de extrema importancia para o sucessc da
gestacdo {LOKE and KING, 2000; KING et al, 2000), imaginando a situagio contréria, onde
todos os embrides heterozigotos com a expressao do gene patemo seriam, de imediato,
alvo da aclo citolitica das NKu. Neste Gitimo contexto, € importante ressaltar os dados
recentes de MULLER et al (1999), os quais demonstraram a prolactina-like proteina A
(PRL-A) come uma via de singiizacdo entre céiuias trofoblasticas e células NKu,
expressada na superficie das células trofoblasticas, sugerindo a essa molécula a funclo de
inibir a atividade citolitica das céluias NKu.

Os dados recentes explicam tanto o insucessg dos ensaios realizados anteriormente
sobre a avaliagdo da citotoxicidade das NKu frente as células trofoblasticas, quanto &
complexidade dos mecanismos envolvidos no equilibrio da interface matemo-fetal. Neste
equilibric ainda deve ser computada a comunicacdo do reconhecimento do embriioffeto
com © organismo matemo, mediado pelo trofoblasto/placenta.

Embora haja sugestdes de que a restricdo da invaséo do trofoblasto possa ccorrer por
outros mecanismos que nao o citotoxico de contato direto (KING et al, 1996-87), ainda néc
existe nenhuma evidéncia experimental.

Por conseguinie, ndc ha dados que justifiqguem safisfatoriamente a presenca de uma
célula imunoiocgicamente competente com o seu potencial e arsenal citolitico mantido
latente no ambiente uterino durante a gestacgio.

Considerando-se gue & maioria dos esiudos tenha sido realizada, até entdo, em
ambientes uterinos da gestac&c normal, torna-se impossivel aferir todo o potencial das
células NKu. Assim, para se avaliar a real potencialidade das células NK na gestacdo é
necessario estabelecer modelos experimentais alternativos que induzam a esfados de
anormalidades ou desequilibrios na interacdo matermo-embrionaria. Presume-se ainda que
pelas variagbes na incidéncia e distribuicdo das NK no ambiente uterino, no decorrer da
gestacdo, as respostas destas células possam ser diferentes.
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3-OBJETIVOS
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3.1- Objetivo primério:
- Estabelecer um modelo experimental para estudo do comportamento das células
NKu em situacio de desequiiibric ou anormalidade na gestacio.

3.2- Objetivos parciais:
- Provocar a les8o embriondria ou fetal nos diferentes periodos da gestacéo de
camundongos para avaliar os efeitos no ambiente uterine e nas células NKu.

- Analisar e classificar macroscopicamente os efeitos da lesBo embrionariaffetal apds
& e 24 horas, nos comos uterinos de 6°, 8°, 10°, 12°, 15° e 17° dia de gestacdo.

- Avaliar e classificar as alieracBes das células NKu em microscopia fotdnica, por meio
de métodos citoquimicos de PAS e lectina DBA.

- Estabelecer umsa andlise correlativa dos dados macroscdpicos e microscipicos no
modelo de estudo proposio.
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4.1- Obtencaoc de animais em periodo de gestacgéo conhecida

Foram ulllizados camundongos da linhagem SWISS, procedentes do
CEMIB/UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas com temperatura e iluminacéo
controladas, com a#cesso a agua e alimentacdo ad libifum. Fémeas virgens com 12 & 18
semanas de idade foram acasaladas com machos da mesma linhagem e 2 manhé em gue
foi constatada & presenca da rotha vaginal foi considerado o 1° dia da gestacdo (ddg).

4.2- indugdo da leslo embrionéria

As fémeas prenhes dos 8° 8° 10° 12° 15° ¢ 17°ddg, totalizando 36 animais, foram
anestesiadas com inje¢do via intraperitoneal de Virbaxyl 2% (Virbac) e Francotar (Virbac),
imobilizados na posicdo declbito dorsal €, em seguida, laparctomizadas em condicbes
assépticas. Apds a constataclc da normalidade dos sitios de desenvolvimento
embrionarioffetal, ao longo de ambos os comos uterinos, foi prosseguido o procedimento
cirurgico da iesdc mecanica, constantemente nos 2° e 4° sitios proximais ao ovaric do
como uterino esquerdo. A jesdo consistiu na perfuracéo da parede uterina através da face
antimesometrial, atingindo o embriic o fete por meio de uma aguiha hipodérmica
{12x7mm). A profundidade da aguiha hipodérmica introduzida nos sitios variaram de 2 a
7mm, de acordo com o dia de gestagdo utilizado. Este procedimento visou atingir o
embrido ou o feto, sem lesar a regidc mesometrial onde se localiza o acimuio de céluias
NKu. Apés o procedimento, as incisdes da tunica muscular e da peia da parede abdominal
foram devidamente suturadas.

Como controle foram usados animais submetidos a laparotomia e os cornos uterinos
manipulados iguaimente, porém sem a inducdo da lesdc nos sitios. Os animais gue
apresentaram quaisquer anormalidades nos sitios de desenvoivimento embrionarioffetal
(hermorragias ou sinais de degeneracio), ndo foram utilizados no experimento.

4.3- Coleta e processamento do material
Nos periodos de 6 e 24 horas pos-lesdo, os animais foram novamente anestesiados,

laparatomizados e apés a andlise macroscopica foram perfundidos com solugdio fixadora
via ventriculo esquerdo.
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4.4- Andlise macroscépica

Em cada um dos animais foram contabilizados o©s ndmeros totais de sitios de
desenvolvimento embricnariofetal do cormo uterine esquerdo e do como utering direito e,
avaliados gquanto a presenca de areas com hemorragia, bem como a intensidade da
hemorragia prasenie.

(s dados foram agrupados para se obler um indice relativo dos diferentes aspecios
encontrados nos periodos de & ¢ 24 horas pés-eso de cada um dos dias de gestagio
analisados.

4.5- Processamento para Microscopia Fotonica {(MF)
4.5.1- Processamento histolégico

Apds a analise macroscdpica foi realizada a toracotomia dos animais para exposicic
do coragBo, através do qual foi perfundida a sclucdio fixadora composta por
paraformaideide 4% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4 por um periodo de 15 minutos em
um volume aproximado de 30mi para cada animal.

ApGs a perfusdo, foram retirados ambos 0s comos uterinos e cada sitio de
desenvolvimento embrionario ou fetal foi separado, de acordo com z classificagdo
macroscbpica. Em seguida, os sitios de interesse foram seccionados fransversaimente na
regido mediana e estes, mantidos imersos por um periodo adicional de 2 horas na solugéo
fixadora. Os sitios classificados e clivados foram acondicionados em diferentes frascos, de
maneira que em cada frasco continha ambas as metades de um mesmo sitio.

Os materiais fixados foram processados de acordo com a técnica rofineira de inclusao
em parafina (Histosec Merck).

4.5.2- Reagdes citoquimicas

QOs cortes em parafina de Sum de espessura foram coletados em laminas previamente
revestidas com poli-L-lisina e desparafinizados para serem submetidos as reagbes de
citoquimica de PAS (Acido Periédico-Schiff) e lecting DBA (Dolichos bifforus - Sigma
Chem. Co, USA).

4.5.2.1- Reacio de PAS (Acido Periédico - Schiff)
- trafamento com a amilase (diastase) 1% em agua destilada durante 1 hora, a 37°C

- favagem em agua desiilada
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- tratamento com acido periddice 0,5% durante 10 minutos

- javagem em agua destilada

- tratamento com reativo de Schiff durante 9 minutos

- lavagem am agus destiilada

- tratamento com bissulfite de sodic 0,5%, 3 banhos de 3 minutos

- lavagem em agua destilada

- contracoloracdo com hematoxilinag de Harris

- tratamento com solucdo aquosa saturada de carbonaio de litic

Os cortes foram ento desidratados e montados entre laminulas com resina Entellan.
As observacdes foram realizadas em microscopio de juz Eclipse 800 (Nikonj.

4.5.2.2- Reagho citoguimica com a lectina DBA {(Dolichos bifiorus)

- lavagem com tampéo fosfato-saling (PBS) 0,05M pH 7.4

- bloqueic da peroxidase enddgena com perdxido de hidrogénio (Merck/Brasil) 0,3%
em PBS 0,05M pH 7,4

- lavagem em PBS 0,05M pH 6,8

- biogueio com BSA (Albumina Sérica Bovina — Sigma Chemica USA) 1% em PBS
0,iMpH 6,8

- tratamento com lectina DBA (Dolichos biflorus agglutin) (Honen Chemical Co; Jap&o)
biotinada em PBS/BSA (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA) 1% pH 6,8, diluida a 1:300, =
4°C, em camara Umida, por 12 a 14 horas {over-night}

- lavagem com PBS 0,05M pH 7.4 por 3 vezes

- tratamento com compiexe estreptovidina peroxidase (Dako Corporation, EUA) na
proporgéo 1:300, durante 1 hora em camara umida & temperatura ambiente

- lavagem com PBS 0,05M pH 7.4

- javagem com Tris-HCI 0,056M pH 7.4

- revelagdo com diaminobenzidina (0,5mg/mi) (Sigma, St. Chemical Co, Louis/USA),
peréxido de hidrogénio 0,3% em Tris-HCI 0,1M pH 7,4, acompanhando-se a reagdc ao
microscopio fotdnico

- lavagem em agua destilada

- contracolora¢éo com hematoxilina de Harris durante 15 segundos

- tratamento com solu¢do aquosa saturada de carbonato de litic durante 15 segundos

Em seguida, os cortes foram desidratados e montados permanentemente com resina
Entellan (Merck).



22

FPara as reagdes-controies foram feilos exatamente 0s mesmos procedimentos,
excetuando-se a adicdo de lecting DBA na etapa de incubacfio, ou adicionando-se o
aglcar inibidor N-acetil-galactosamina 0,1M (Sigma, Chemical Co, St Louis/USA) 3 solucio
de lecting DBA.

As observacbes foram realizadas em microscopia de luz convencional ou de contraste
de interferéncia diferencial (Nomarsky)- Nikon Eclipse 800,

4.5.3- Métado para detecgio de niicieo apopidtico

Foi utilizado o Kit TdT-FragEl (Oncogene) em cortes histolégicos dos Uteros prenhes
de animais experimentais lesados dos 8°, 10°, 12°, 15° e 17° ddg em & e 24 horas apds a
les8c embrionaria para deteccBc de DNA fragmentado, conforme procedimenic

recomendado pelo fabricante, com as modificacdes introduzidas no laboratdrio e transcrito
as abaixo:

- Lavagem em tampéo tris-salina (TBS) 0,05 M

- Tratamento com proteinase K 1:100 em tampéo TrispH 7,4 0,01 M

- Lavagem em TBS 0,05 M

- Tratamento com DNase |, apenas nas reagdes controles positivas

- Lavagem em TBS 0,05 M

- iIncubacgdo com tampao de equilibrio 1:5 em H,0 destilada

- Incubagdo com solugdc reagente Tdt (Tdt bictinada)- 12 horas a 4°C

- Lavagem em TBS 0,05 M

- Incubacgdo com sciucdo de interrupgéo

- Lavagem em TBS 0,05 M

- Lavagem em PBS 0,05M

- Incubagdo com tamp&o-biogueio

- Incubacac com estreptoavidina fluoreceina, 1:500 em PBS/BSA1% + lectina
DBA- conjugada com rodamina (Vector, USA) a 1:50

- Montagem com Vectashield (Vector)

As observacgbes foram realizadas no Microscopio Nikon, Eclipse 800, com sistema de
epifluorescéncia acoplada com filtro duplo {filtro de barreira B2H/G2A).



5- RESULTADOS
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5.1- Analise macroscépica dos sitios de impiantagéo

Na analise macroscopica, os comos uterinos e os seus sitios de desenvolvimento
embriondrioffefal dos animais controles apresenmtaram os aspecios proprios que
acompanham a evolucao da gestacdo sem anomalias aparentes (FIGS. 1A e B).

Nos comos uterinos dos animais experimentais foram encontradas, com fregliéncia,
areas hemorrdgicas de diferentes intensidades junto aocs sitios de desenvolvimento
embrionarioffetal {FIGS.1C-F}. Estas hemorragias foram constatadas ndo apenas nos sitios
gue foram submetidos & lesBo embriondria, mas também em outros sitios. Devido 2
fregliéncia e constancia com que alguns padrfes de hemorragia eram encontrados nos
periodos de gestacdo e pos-lesdc analisados, foram classificades em quatro padrbes
distintos como segue.

~ HL {(hemorragia fateral}): sitios que apresentaram pontos hemomagicos pequencs e
pouco intensos junto as constricdes laterais que davam continuidade acs segmenios de
interimplantacéo dos cornos uterinos (FIG.1C).

- HM {(hemorragia na regido mesomefrial): sitios com hemorragia localizada na
regidc mesometrial (6° ao 10°ddg) {(FIGS.1D, F) ou junto a placenta {apds 12° ddg).

- HG {hemorragia generalizada): sitios com hemorragiz acentuada que ocuparam
ndo apenas a regido mesometrial, mas também o restante do sitio de implantacdo
(FIGS.1E, F).

- HA (hemorragia com atrofia): sitios com hemorragia generalizada acompanhada
da reducdo significativa na dimenséc dos sitios.

Ac lado dos padrdes acima referidos, os sitios de implantagdc dos animais
experimentais que aparentaram aspecio normal, a semelhanca dos sitios dos animais
controles, sem qualquer sinal aparente de hemorragia foram identificados como padrac N
{normal} {FIG.1E}.

5.1.1- Incidéncia dos diferentes padrées de resposta hemorrigica nos sitios
embrionarios ao longo da gestagéo

Os varios sitios de desenvolvimento embrionarioffetal presentes nos comos direifc e
esquerdo apresentaram variagdes nas respostas, estando presentes tanto sitios
aparentemente normais quanto com diferentes padrbes hemorragicos nos periodos de € e
24 horas pés-lesao.
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As incidéncias destes diferentes padrBes de resposta hemorrégica, foram avaliadas
em cada um dos grupos de animais experimentais como descritoc a seguir e tabuladas nas
tabelas 1 e 2, para avaliar a incidéncia nos diferentes pericdos gestacionais.

6° ddg

Em 8 horas po6s-les@o, apenas os sitios lesados do como esquerdo apresentaram
resposta padrao HG, enguanto no restanie dos sitios, tanto do como esquerdo quanto do
direito predominaram as HL (42%; 58% respectivamente).

Apbs 24 horas da lesdo, os sitios do cormo esquerdc apresentaram incidéncia
moderada de hemorragia generalizada (16%) e elevada de hemorragia lateral (48%). Os
sitios lesados apresentaram padrfes HG e HL. No como direito foi constatada a presenca
de resposta padrBo HM {(21%) e HL (21%) nos sitios de implaniacio, porém, com
predominancia de sitios de aspecto normal (58%).

8° ddg

Em 6 horas pés-lesdo, foi verificada, no como esquerdo, a alta incidéncia da resposta
padrdo HM (45%) e HG (35%). Os sitios lesados apresentaram padréo HM ou HG. No
como direito, foram verificados sitios com resposta padrdo HM (35%), porém 30%
apresentaram HL e 35% de aspecto normal.

Apos 24 horas da les8o, no corne esquerdo houve igual incidéncia entre os padrdes
HL (30%), HM (30%) e HG (30%). Os sitios lesados apresentaram padriio HL ou HG. No
come direito, constatou-se predominio de sitios com resposta padréo HL (48%) ac lado
dos padroes HG (26%) e HM (18%).

10° ddg

Em © horas pds-lesdo, os sitios do como esquerdo apresentaram predominancia de
resposta padrac HG (47%). sendo todos os lesados incluidos nesta categoria, enquanto o
padréc HM era elevado no como direitc (40%). As incidéncias de padrdo normais foram
reduzidas ou totaimente ausentes no comeo direito.

Apbs 24 horas da lesdo, nenhum sitio do corno esquerdo apresentou aspecto normal,
havendo predominancia de HG (38%) entre os sitios lesados. Os sitios lesados também
apresentaram padréo HA (18%). No como direito houve predominancia de HM (43%).
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12° ddg

Em 6 horas pbs-lesdo, verificou-se a alta incidéncia de MA (31%) no como esguerdoe,
enguanto no como direito predominaram os padries HM (27%) e HG (20%). Os sitios
lesados apresentaram todos os padrbes de hemorragia, com predominéncia de MA (31%).

Apods 24 horas da lesdo, houve predominéncia da resposta padréo HA (39%), sendo
os sitics lesados encontrados entre HM, HG e HA. No como esquerdo ainda foram
constatados sitios com aspecto normal, mas estes foram observados em grande proporgdo
no corno direito (56%), emboera ccoresse incidéncia significativa da HA (32%).

15° ddg

Em 8 horas pos-iesdo, os sitios do como esquerdo apresentaram predominantemente
resposta do padrio HE (42%) no qual estavam incluidos todos os sitios lesados. No como
direito, 2 maloria apresentoy aspacto normal B80%;), porém, © padrio o tipo MM esteve
presente em 35% dos sitios.

Apés 24 horas da lesfio, os sitios do lado esquerdo apresentaram resposta padréo
HM {(22%), HG (36%) ou HA (14%), estando os sitics lesados distribuidos entre estas
categorias. No como direito, os sitios apresentaram respostas padrfes HM (35%), HL
(30%) ou normais (35%}).

17° ddg

Em 6 horas pos-ieséo, os sitios do corne esquerdo apresentaram resposta padrac HM
(23%) HG (23%) ou HA (12%), sendo os lesados encontrados entre HG e HA. No como
direito foram encontrados sitios com hemorragia mesometrial (28%) ¢ hemorragia lateral
(37%), ac lado de sitios normais (37%).

Apbds 24 horas, no como esquerdo, os sitios lesados foram encontrados com
hemorragia generalizada (33%) ou atréfica (5%). O restante dos sitios apreseniou padr&o
HM (12%) ou normal (50%). No como direito, a grande maioria era normal (66%), com
alguns HM e HA.

5.2- Andlise em Microscopia Fotonica (MF)
5.2.1- Sitios de implantagao em camundongos

Cada sitio de desenvolvimento embrionéric ou fetal no Gtero de camundongos pode
ser subdividido em duas metades: a antimesometrial e mesometrial, cujas dimensbes e
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limites modificaram-se com ¢ desenvolvimento do periodo da gestacdo {FIGS.2A, B, C).
Na regidc antimesometrial encontrou-se o embrido ou feio em desenvoivimento enquanto
na mesometrial fol o local onde se desenvolveu a placenta e onde haviz ocorréncia das
células NKu. Do 8° ao 10°ddg, estas regibes estavam bem dafinidas, sendo g drea préxima
a0 embrido ocupada pelo estroma endometrial decidualizado e a drea préxima ao
miométric pelo estroma ndo decidualizade (FIG.3A). Na segunda metade da gestacdo
{12°ddg}, o endométrio desta regifo tormou-se gradualmente mais delgadoe, sendo ocupado
peiz placenta fetal em desenvolvimento, enguanio o feto occupou & maior parte da regido
antimesometrial (FIG.3B}.

No presente estudo, a regido mesometrial nos diferentes periodos de gestacdo foi
subdividida em 3 grandes dreas (FIG.2) para melhor avaliacdo dos fendmenos gue
ocorreram apds a lesdo, quais sejam: R1- & drea do endométric proximal em relacdo ao
cone ecioplacenidrio ou & placenta em desenvolvimento; R2, & drea intermedidria gue
engloba ¢ endométric decidualizado e/ou nac decidualizado, até o limite do miométric e por
altimo, R3, area do miométrio juntamente com a giandula metrial (FIG.2).

5.2.2- identificac3o das céluias NKu pelo PAS e Lectina DBA
5.2.2.1- Animais controles

A partir do B°ddg e estendendo-se ac 17°ddg de animais coniroie foi possivel
identificar células NKu pela citoquimica de PAS, devidc a sua forma usuaimente
arredondada ou ovodide, nicleo esférico e central ou ligeiramente deslocado para a periferia
da célula, com nucléolo evidente e os seus granulos citoplasmaticos PAS positivos amilase
resistentes {FIG.3C}. Ao lado das formas repletas de graénulos PAS positives, foram
encontradas céluias menores com mencr quaniidade de granulos PAS positives. Da
mesma forma, a citoquimica com a lectina DBA mostrou a presenca das céiuias NKu
distribuidas na regifo mescmetrial em todo ¢ pericdo analisade (FIGS.3D, E, F). Esta
técnica demonstrou ser altamente seletiva para as células NKu presentes no endométrio
de camundongos, ndo marcande outras células, exceto algumas células endoteliais de
vasos presentes no miometrio e perimétrio.

De acordo com © padrdo de marcacdo na superficie celular e do contetdo
citoplasmatico foram identificados 4 subtipos de NKu reativo & lectina DBA, quais seiam:
- O subtipo 1, células pequenas, sem granulos citoplasmaticos DBA positivos, porém
apresentaram reatividade em sua superficie celular (FIG.30).
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- O subtipo 2, células pequenas com poucos granuios reativos & lectina DBA, além de
marcacao positiva na superficie celular (FIG.3D}.

- O subtipo 3, células maiores, repletas de granuios DBA positivos e superficie celular
marcada (FIG.3E).

- O subtipo 4, células que exibem reac8o positiva para lectina DBA em sua superficie
nos granulos citoplasmaticos, porém com areas de extracdo citoplasmaticas acentuadas
{FIG.3F}.

Todos estes sublipos de NKu foram observados em nossag amosiras conirpie nos
sitios de desenvolvimento embrionaric ou fetal, a partir do 8° ddg, estendendo-se ao 12°
ddg {Tabela 3}. No 8° ddg foram encontrados somente os subtipos 1 e 2 enguanto, a partir
do 12° e, esiendendo-se aos 15° e 17° ddg fol notado o predominio de células com
extensas areas de extracfo citoplasmatica correspondentes ao sublipo 4 de células NKu.
As distribuicGes e as incidéncias destes subtipos de NKu ao longo da gestacdo, estéo
demonstradas na {abeia 3.

A técnica de PAS identifica apenas os subtipos 2, 3 e 4, coincidinde com agueles que
apresentam o contetdo maior de granulos PAS positivos {FIG.3C). Como a técnica de PAS

nac permite a identificac@io do subtipo 1, as descrigbes subseqlientes serdo baseadas nos
resultados obtidos com a citoquimica de lectina DBA.

5. 2.2.2- Animais experimentais

Nas analises realizadas em materiais procedentes de animais experimentais (6 e 24
horas pOs-les&o), obtidos nos diferentes periodos da gestagac foram constatados, pela
reacio citoquimica com lectina DBA, além dos subtipos de células NKu normais, outros
que apresentaram padres distintos de marcag8o néc encontrados em animais controles.
Frente a esta analise preliminar, as alteracbes constatadas com maior freqliéncia e
constancia nas NKu, ao longo do periodo anaiisado, foram classificadas pelas observacbes
am microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) (FIG.4).

Alteracéo classe |-Células NKu aparentemente integras com marcacao positiva pela
lectina DBA na superficie celular, porem fracas ou totalmente ausentes nos granulos
(FIG.4A).

Alteracdo classe H-Células NKu com marcacdo positiva na superficie celular, com

presenca de granulos grandes com a regido periférica fortemente marcada e o interior
pouco ou ndo-reativo (FIG.4B).
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Alteracao classe Hi-Células NKu apresentandc a2 superficie celular positiva e os
granulos parciaimente reativos a lectina DBA {FIG.4C).

Alterac@o classe [V-Células NKu aparentemente integras, sem marcacdo na
superficie celular, porém apresentando granulos com conteddo DBA intensamente positivo
{FIG.4D).

Alteracio classe V-Células NKu aparentemente integras com marcacéo descontinua
na superficie celular e apresentando granuios DBA positivos & negativos lado a lado
{FiG.4E).

Alteragdo ciasse Vi-Células NKu fragmentadas apresentando marcacéo posifiva na
superficie dos fragmenios citoplasmaticos (FIG.4F).

5.3- Andlises das incidéncias de células NKu nos sitios lesados

As analises realizadas em materiais procedentes de animais experimentais ndo se
restringiram somente aos sitios de desenvolvimento embriondrio ou fetal submetidos 3
lesdo embriondria, mas também foram realizadas nos sitios ndo lesados, que
apresentaram hemorragias tanto no como homoiateral quanto coniralateral.

Os sitios de desenvolvimento embrionério ou fetal que tiveram o mesmc padrde de
resposta hemorragica em dado periodo da gestacéo, independente de serem ou n&o do
mesmo corno uterino, apresentaram as mesmas classes de alteragdes nas células NKu.

Nos sitios normais (nd8o hemorragicos) € nos sitios com hemorragia lateral (HL), as
células NKu apresentaram pela lectina DBA distribuico e aspecto normal a semelhanca
das NKu encontradas nos sitios de desenvolvimento embrionaric ou fetal de animais
controles. Nos demais padrées de hemorragia, as células NKu presentes apresentaram
alteracBes, cujas incidéncias nos diferentes periodos de gestacéo e localizagbes estio
apresentadas na tabela 4.

8° ddg
Controles

A luz do Utero apresentava-se evidente com a presenca do blastocisto na regi&o da
cripta. As glandulas uferinas estavam presentes e confinadas & regido profunda do
endométrio, préxima ao miometric. O estroma endometrial na porgdoe antimesometrial
apresentava reacdo decidual ac redor do embrifo recém-implantade na cripta uterina.
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Nas R2 e 3, foram identificadas raras células NKu dos subtipes 1 & 2. No estroma
decidualizado da regido antimesometrial ndo foram identificadas NKu.

A regio do estroma ndo decidualizado apresentava células do tipo fibroblastos
alongados, com grandes espacos exiracelulares, constituidos de matriz de fecido
conjuntivo frouxo.

& horas pos-lesdo

O sitio lesado com padric de resposta HG apreseniou, na area do endométrio
mesometrial proximo ao embrifio (R1 e 2), dreas de extravasamento sanguineo. Os vasos
sanguineos estavam dilatados. Também foi observada, na area decidualizada da regiae
mesometrial para a antimesometrial, a degeneracdo do epitélio luminal. Poucas células
NKu foram encontradas distribuidas nas R1 e 2, caraclerizadas como subtipos 1 e 2
normais, sem alteracio.

Os sitios de implantaco lesados que tiveram padr@o de resposta HL apresentaram
distribuicdo das células NKu de subtipos 1 & 2 normais, ndo sendo encontradas células
NKu com alteracio.

24 horas poés-lesio

Neste periodo verificou-se um aumento substancial de células NKu distribuidas na
regido mesometrial, decorrente do prépric avango da gestacgéo, correspondendo ac 7° ddg.

(s sitios lesados apresentaram padric HG, onde foram encontradas células NKu de
subtipos 122, na R 1 e 2, além de raras células NKu de subtipc 3. NaR 1 e 2, as celulas
NKu apresentaram alteracio da classe ll. Porém ainda foram observadas céiuias de
subtipos 1, 2 e 3, além de raras células de subtipo 4 nesta area.

Nos sitios com padrio HL, as células NKu enconiradas eram de subtipos 1e 2, nas R
1, 2 e 3, n@o sendo observadas céluias com alteragéc nestas regides.

Nos sitios que néo foram iesados mas apresentaram HM, as células NKu presentes
nas R 1 e 2, apresentaram alteracio da cliasse I| junto com céiulas normais de subtipos 1,
2e3

8° ddg
Controles

O endométrio da regifio mesometrial loge abaixe do miometrio apresentava ainda uma
espessa camada de estroma ndo decidualizado, que dava continuidade ac endométrio
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decidualizado, entremeada por vasos sanguinecs dilatados. Este endoméirio decidualizade
da regido mesometrial, juntamente com © da regido antimesometrial circunscreve
totalmente ¢ embrifio em desenvolvimento. Na regific mesometrial foi constatado um
aumento significativo de células NKu em relacio ao pericdo anterior, sendo as de subtipos
3 e 4 distribuidos na R1, enguanto as de subtipos 1, 2 e 3 encontraram-se nas R 2 e 3.
Foram cbservadas células NKu de subtipo 3 presente no interior dos vasos sanguineos da
regigc mesomeitrial.

§ horas pés-leséo

Os sitios lesados apresentaram padrbes de resposta HM e HG. Na resposta HG, o
embridc apresentou sinais de degeneracio com infiltrado de células sanguineas. No sitio
com HM, as células NKu presentes na R1 eram, na sua grande maioria, de sublipos 3 e 4.
O restante das células apresentou alteracdo da classe I

Na R2, as células presentes eram normais de subtipos 2 e 3, com aiteracdo da classe
11, enquante na R3, as células NKu presentes eram todas normais de subtipos 12 2.

As CTGs, tanto da regifo do cone ectoplacentario quanto da regifo mural do embrigo
apresentaram aspecto normal, embora fosse encontrada grande quantidade de hemaceas
extravasadas ac seu redor. Junto as CTGs do cone ectoplacentario foram encontradas
células NKu de subtipo 4.

O sitio lesado com HG apresentou nas R 1 e 2, predominic de ceéluias NKu com
alterac@o da classe I, como também células normais de subtipos 2, 3 e 4. Na R3, as
células encontradas eram de subtipos 1e 2.

24 horas pos-lesido

No sitic lesade com HG foram encontradas exiensas dreas de extravasamento
sanguineo, junto ac embrido degeneracio (FIGS.54, B). Na R1, foram encontradas células
NKu, com aiteracdo classes IV e V, ac lado de células com padrdc normal de marcacéo de
subtipos 3 e 4. Na R2, aiém de NKu com alteracdo classe IV, foram encontradas células
com siteragdo classe V, ao lado de células NKu normais de subtipos 2 e 3 em grande
namero. Na R3, as células NKu presentes eram de subtipos 1 e 2, ndo sendo encontradas
formas alteradas.

Nos sitios que nfc foram lesados, mas que apresentaram resposta HM, as céluias
NKu nas R 1 e 2, mosiraram alteracdes de classes Il e V e células normais de subtipos 3 e



BIBLIOTECA CENTRAN
SECAD CIRCULANTIE 32

4. Na R2, continuaram a ser encontradas células NKu com alteracio das classes |l e V
com predominancia desta Uitima, além de ceélulas subtipos 2 e 3. Somente na R3, ndo
foram encontradas alteracdes nas NKu, sendo observados os sublipos 1 & 2 normais.

Nos sitios de desenvolvimento embriondrio ou fetal com HL foram observadas células

normais de sublipos 2, 3 e 4, na R1. Nas R 2 e 2 foram encontradas soments células
nommais de sublipos 1e 2.

10° ddg
Controles

Com o desenvolvimento embrionario ocorre concomitaniemente o aumento no volume
total do Utero, onde na regifo mesometrial, as células decidualizadas formaram traves
espessas delimitando vasos sanguineos dilatados.

As NKu apresentaram-se distribuidas pela porc3o decidualizada e ndo decidualizada
do endomeétrio mesometrial, concentrando-se na porcdc mediana acima do botdo
placentaric em formacdo. Na R3, foram encontradas NKu de subtipos 1, 2 e 3, enquanto
nas R 1 e 2 eram de subtipos 3 e 4. Com fregliéncia foram encontradas células NKu
presentes na luz dos vasos sanguineos e/ou inseridas nas suas paredes.

Neste periodo, o cone ectoplacentdrio expande-se lateralmente esbocando o contomno
do futuro botdo placentario. No perimetro desta massa ceiular trofoblastica verificam-se as
células trofoblasticas gigantes (CTGs), delimitando a interface com a decidua (FIG.5C). As
células NKu de subtipos 3 e 4 foram encontradas proximas as CTGs.

& horas poés-lesao

Os sitios lesados apresentaram padrdc HG. Os embrides apresentaram sinais de
degeneracac com infilirado de células sanguineas no espago do saco vitelinico. As NKu
encontradas proximas as CT(Gs e algumas poucas encontradas junto ac infiltrado no
embriéo apresentaram alteragéo classe Ili, préximas as CTGs, algumas delas aparentando
sinais de degeneracao (FIG.5D).

Na R1, foram encontradas celulas NKu com alteracdo classes ill, IV e V, com
predominancia da primeira, juntamente com células normais de subtipos 3 e 4. Na R2 foi
observado o predominio de células com alteracéo ciasse IV ao lado de algumas células
com alteracdo classe | e normais de subtipos 3 e 4.

Na R3, foram encontradas células com aiterac8o classe IV e elevado numerc de
céluias com alteracao classe i, junto com células normais de subtipos 1,2 e 3.
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s sitios ndo lesados com HM, tantc do como homolateral, quanto do contralateral
apresentaram 08 mesmos padrdes de respostas. Na R1, as células NKu apresentaram
alteracBes de classes !l & V, juntamente com células normais de subtipos 3 e 4.

Na R2, as celulas NKu presentes eram de subtipos 3 e 4 e a alterag8o encontrada, de
classe ll. Na R3 foram encontrados os subtipos normais 1, 2 ¢ 3, ndo sendo observadas
células com alteracéo.

24 horas pos-lesdo

Neste periodo pés-lesac foram encontradas, nos sitios lesados, as resposias HG, HA
e alguns sitios ndo lesados com HMM. Na HG, foi observade na R1 células NKu com
alteracbes classes IV e V, havendo predomindncia do primeiro junto as CTGs em
degeneracao.

Ainda na R2, foram encontradas células com alteracdes classes ill, V e alta incidéncia
de células com alteracdo ciasse IV, Nesta grea, foram enconiradas aigumas células
normais de subtipos 4. Na R3, as células NKu apresentaram as mesmas alteracbes da
regifo anterior e predominancia ainda da alteracao classe IV, além de células de subtipos
3.

Nos sitios lesados com HA, na R1, as células NKu apresentaram alteragdo classe IV
ac lado de células normais de subtipc 4. As células NKu localizadas na R2 apresentaram
alteracdo da classe IV, ao lado de células normais de subtipo 4. Na R3, as células NKu
apresentaram somente alteracdo da classe IV, ao lado de células normais subtipo 3.

Nos sitios ndo lesados com HM, as células NKu da R1 mostraram altera¢bes, com
predominic da classe V ao lado da classe IV. Foram observadas, ainda, céiulas normais de
subtipos 3 e 4. Na R2, as alteracbes freglientes foram das classes il e V, além de céiulas
de subtipo 4 normais. No entanto, as células da R3 apresentaram alterac@o das classes iV
e V, com predominancia desta Ultima e células de subtipo 3.

12° ddg
Controles

Neste estagio, a placenia fefal ja se organizava na sua forma discdide tipica e todas
as camadas trofoblasticas da porcéo fetal ja puderam ser identificadas. Na porgao lateral
da placenta, as CTGs tomam-se mais alongadas, porém ainda projetavam seus
proiongamentos entre as células deciduais e em dirego aos vasos sanguineos matemos.
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Nas R 2 e 3, verificou-se NKu de sublipo 3 e 4 e uma maior proporgdo de subtipo 4,
em relag&o aos pericdos anteriores. Na R1, foram observadas células NKu de subtipo 3 &
4 e maior freqiéncia de células de subtipo 4, principaimente présdme & interface
placentaria. Células de subtipo 3 presentes na luz dos vasos efou inseridas nas suas
paredes, fornaram-se mais freglientes.

& horas pos-lesao

Nos sitios de desenvolvimento embrionario ou fetal com HA foi observada redugso do
volume do sitio de desenvolvimento embrionérioffetal como um todo onde as camadas de
células trofoblasticas da placenta perderam a sua estratificacéo caracteristica, com nitida
desorganizacdo da massa celular fetal (FIG.5A). As células NKu da R1, apresentaram
alteracbes de classes i, IV e V, ao lado de células de subtipvs 3 e 4 Nas R 2 e 3, as
células NKu enconiradas eram normais de subtipos 2 e 4, so lado de células
predominaniemente com aliera¢do da classe il

No sitic iesado com HG, a R1 apresentou incidéncia moderada de células NKu com
alteracdo classe |V e elevada de classe V ¢ Vi, ao lade de algumas poucas células normais
correspondentes acs subtipos 3 € 4. Na R2 foram encontradas raras células NKu com
alterag&o classe IV e incidéncia maior da classe V, ao lade de células normais de subtipo
4. Nas R 2 e 3, verificou-se em meio as células de subtipo 3 incidéncia rara de células com
alteracdo classe | e maior de classe V.

Nestes sitios, as CTGs apresentaram sinais de degeneracio acentuada, com
rompimento celular, apresentando nuicleo com cromatina condensada, freglentemente
picndtica em meio ao sangue extravasado (FIG.5D).

Nos sitios iesados com HM, as células NKu da R1 apresentaram alteragbes de classe
i com predominancia da classe V, ao lado de células normais de subtipos 3 e 4. Na R2,
continuaram & ser observadas as alteragbes de classes | e V, com predominancia da
primeira, além de céiulas de subtipo 4 normais. Na R3, foram observadas as alteracdes de
classes | e V além de células normais de subtipo 2.

Nos sitios lesados com HL, as células NKu apresentaram morfologia aparentemente
normal com padrdc de reatividade equivalente as células encontradas nos sitios de
animais controles.
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24 horas pbs-ieséo

Algumas células NKu com alteracBes classes lll e IV foram encontradas, ac lado de
celulas normais de subtipos 3 e 4 na R1, em sitios lesados com padrio HG. Nestes sitios,
o embrido apresentou-se rompido em meio ao sangue extravasado.

Na R2, as céiulas NKu apresentaram alta incidéncia de alieraciic de classe li, além
de células normais sublipo 4. Na R3 foram encontradas céiulas NKu com alteracéo das
classes lil, IV @ VI, com predominio da primeira. Algumas céiulas normals de subtipo 3
puderam ser identificadas.

As CTGs e células do endométric proximas a estas apresentaram sinais de
degeneracio, juntamente com fragmentos celulares reativos & lectina DBA, possiveimente
de NKu.

Nos sitios lesados com HM, a R1 apresentou NKu com alteracgbes de classes il e 1V,
sendo encontradas células de sublipos 3 e 4. Na R2 foram observadas células normais do
sublipo 4 e células com aiteracles de classes !ll e IV, com predominancia da Gltima. As
células NKu com alteragbes classes Il e IV foram encontradas na R3, além de células
normais subtipo 4.

Os sitios lesados com padréc HA apresentaram NKu com alteragéo classe Vina R1 e
células normais subtipos 3 e 4. Na R2 as células NKu apresentaram alteraciio da classe i
ao lado de células normais de subtipo 4. Na R3 foi observada pequena incidéncia de
células NKu com alteracao da classe IV, ao lado de céluias subtipo 4.

15° ddg
Controles

Neste estagio, o endométrio que constitui a decidua basal apresentou-se pouco
espesso, com a placenta fetal bastante desenvolvida com a camada labirintica mais
espessa.

Na R1 e 2, era evidente o acamuio de NKu de subtipos 3 e 4, com aparente aumento
na propor¢éo das celulas de subtipo 4. Foram esporadicas as células NKu presentes nas
bordas do botdo placentaric. Um peguenc nimero de NKu de subtipo 3 foi encontrade na
R3, onde havia predominancia de subtipo 4.

Foram observadas, neste periodo, as CTGs achatadas delineando a interface
materno-fetal nas bordas do botdo placentaric.



36

& horas pés-leséoc

A totalidade dos sitios lesados apresentou padrio HG. Na R1 foram encontradas
células NKu com alieracdo classe V e elevada incidéncia com alteracdo classe Vi,
juntamente com células normais de subtipo 4. Nas R 2 e 3, foram enconfradas células NKu
com alterac@o das classes V e Vi, com predominancia do Gltime ac ladc de normais
subtipos 3e 4,

Foram encontradas algumas CTGs presentes da interface placentdria, com sinal de
degeneracio. As céiulas da camada do labirinto aparentaram estar integras.

Os sitios ndo lesados com HM, tanto do como esouerdo gquanto do direito
apresentaram predominic de céiulas NKu alteradas de classe V na R1 com raras células
com aiterac@o classe Vi, além de células normais de sublipo 4. Na R2, as células com
alteracdo classe V predominave aoc lade de células sublipc 4 normals. Na R32, foram
encontradas células NKu com alteracio de classe V e de sublipe 3 normal.

24 horas pds-iesido

Neste periodo, os sitios lesados apresentaram hemorragia dos tipos HM, HG e HA.
Na HA verificou-se um numero reduzide das células NKu no endométrio. Na R1, as células
NKu apresentaram alteragbes classes V e VI com predominio da Uitima, junto a células de
subtipo 4. Na R2, foram encontradas somente células NKu de subtipo 4. Na R3, as células
encontradas eram normais de subtipe 3 com algumas com alterac8o da classe V1.

O acumulo de CTGs nas bordas do botdo placentario foi menos proeminente neste
estagio e poucas apresentaram sinais de degeneraco celular,

Os sitios lesados com HG apresentaram na R1, incidéncia elevada de células NKu
com alteracac classe V e poucas células com alterac8o classe VI, como também céluias
normais de subtipo 4. Nas R 2 e 3, a maioria das células NKu apresentava alteragdo classe
V e um pegueno namero com classe Vi. As células de subtipos 3 e 4 foram observadas
nestas mesmas regides em pegueno numero.

Os sitios lesados com HM apresentaram predominancia de células com alteragio
classe V ao lado de classe Vi na R1 e ainda células de subtipo 4 normais. Na R2,
predominaram as ceiulas com aiteragio classe Vi, ao lado de classe V e normais de
subtipo 4. Na R3 foram constatadas células com alteracio somente de classe V! e normais
do subtipo 3.
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17° ddg
Controles

Enguanto a placenia fetal ocupava a maior drea da regifio mesometrial, o endométrio
estava bastante reduzido. As células NKu foram encontradas em numero reduzido, sendo
principaimente de subtipes 3 e 4, que estavam acumuladas nas R 1 & 2. Na R3, éambém
bastante adelgacada, foram encontradas raras células NKu de subtipo 3 e 4.

A placents fetal mostrou-se constituida principalmente pela espessa camada
labirintica. A camada de CTGs era bastante deigada e estavam dispostas ao longo de toda
g periferia da placenia, porém, nas bordas placentarias formavam grupos de células menos
achatadas. Algumas CTGs aparentaram sinais de degeneragio.

Células NKu foram encontradas esporadicamente no interior da placenta feial, entre
as lacunas formadas pelas paredes do labirinto,

& horas pés-ieséo

Na R1 dos sitios lesados com HG, foram encontradas células NKu com alteracéio
classe Vi, além de um reduzido numero de células subtipo 4. Na delgada R2 (decidua
basal), somente células de subtipo 4 sem nenhuma alteracdo. Na R3 foram encontradas
NKu subtipo 4, assim como ceéluias com alteracéo classe Vi.

As CTGs da interface apresentaram sinais de degenerago.

Os sitios lesados com HA apresentaram, principalmente, NKu com alteracdo classe Vi
na R1, juntamente com células normais de subtipo 4. Nas R 2 e 3, as células NKu
enconiradas também apresentaram alteracic classe Vi, ac iado de céiulas normais de
subtipo 4.

Em sitios n&o lesados que apresentaram HM, as células NKu nas R 1 & 2
apresentaram alteragéc classe V, além de células normais de subtipc 4. Na R3 foram
observadas somente células com alteracdo classe Vi, junto com ceiuias normais de subtipo
4,

24 horas pos-lesé@o

Nos sitios lesados com HG ou HM, as NKu encontradas fantc nas R 1 e 2 quanto na
R3 apresentaram aiteragdes classe Vi, sendo dificil, nesta area, a identificagdo precisa de
normalidade nas células NKu.

As raras CTGs identificadas na interface placentaria estavam em degeneracéoc
acentuada neste periodo.
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Nos sitios lesados com HA foram observadas células com alteragio da classe V|,
assim como algumas células normais de subtipo 4, nas R 1,2 e 3.

5.4- Deteccio de nacleo apoptético
| Nos controles realizados com cortes do timo, foram observados alguns nlcleos de
linfécitos presentes predominantemente na regifo cortical, com reacdo positiva.

Nos cortes de utero no 8° ddg normal utiizado como controle, foi observada reaco
positiva nos nlcleos de células deciduais em degeneraco que estavam em intimo contato
com as células trofoblasticas gigantes da regidc mural e nos nucleos de céiulas deciduais e
do epitélio uterino encontradas junto ao cone ectoplacentario.

Nos materiais utilizados do pds-lesZo ou mesmo do controle, ndo foi constatade uma
marcacgo significativa no nuclec das células NKu. Porém, nos materizis de 24 horas pos-
iesdo, particularmente a partir do 12° ddg, foi evidente e acentuado o numere de nicieos
com reacdo positiva nas células trofoblasticas da placenta (FIGS.5E, F).
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Varias hipoteses levantadas para explicar a presenca das células NK no ambiente
uterino #&m sido descartadas pela ndo comprovacdo experimental. Porém, com base nos
conhecimaentos acumulados sobre as células NK, duas hipdleses permanecem come
passiveis de ser afribuidas a estas células presentes no ambiente uterino durante a
gestacdo, quais sejam: a protecdo do organismo matemno, contra uma possivel agressioc
das células trofobldsticas (PARR et al, 1987; STEWART, 1881 CROY, 1994; WHITELAW
and CROY, 1998, HEAD, 1898-97) e predugdo de citocinas envelvidas na manutencio da
decidua, vascularizacdo e crescimento normal da placeniz (ASHKAR and CROY, 1999,
CROY et al, 2000a; ASHKAR et al, 2000).

A segunda hipdtese vem sendc comprovada pelas evidéncias da producdc de
citocinas, tais como ¢ [FN-y, INOS (SLADEK et al, 1998; ASHKAR and CROY, 1899;
GUIMOND et al, 1999; ASHKAR et ai, 2000, CROY et al, 20008, b) @ TNF-o (PARR et gl,
1895, WHITELAW and CROY, 1996; GUIMOND et al, 1999) pelas NKu de camundongos.
A IFN-y tem sido demonstrada come essencial para a manutencdo da decidualizaco,
assim como para ¢ desenvoivimento pleno da placenta fetal e do préprio feto (ASHKAR
and CROY, 1999; ASHKAR et al, 2000, CROY et al, 2000a). Por outro lade, apesar da
comprovada produg&o de imporiantes citocinas na manutencéo da gestagdo pelas NKu,
permanece por ser explicada a sua possivel dualidade funcional, tendo em vista o arsenal
citolitico contido nos granuilos destas células que se mantém quiescentes ao longo das
gestacdes normais.

Naoc ha relatos de literatura que descrevam modelos experimentais para estudos da
gestacdo ancrmal, exceto o trabaiho de DAVIES and GLASSER (1968). Eles avaliaram o
desenvoivimento placentario apds a remogBo dos embrides. Segundo estes autores, a
placenta tem sobrevida propria, mesmo com auséncia do embrido, porém limitada a 4 dias,
no maximo. N&o houve, contudo, gqualquer mengdc sobre as céiulas NK ou outras
populacbes linfocitérias gue pudessem ser encontradas nesta citagdo.

Os procedimentos experimentais adotados no presente trabatho visaram estabelecer
um modelo de gestag@o anormal, para avaliar o comportamento das células NKu. Este
modelo experimental consistiu em induzir a4 lesdo mecanica dos embrides e fetos em
diferentes fases de desenvolvimento para acompanhar os fendmenos localizados no Gtero
por meio das analises macroscopicas e microscopicas.

Pelos resultados das analises macroscopicas, foi possivel constatar a ocoméncia
anbmala de hemorragias no utero, que estavam presentes de forma constante nos sitios
cujos embrides ou fetos sofreram a leso priméria. Estas hemorragias que apresentaram
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constancias quanto & localizacdo e intensidade foram classificadas em HL (hemorragia
lateral), HM (hemorragia mesometrial), HG (hemorragia generalizada) @ HA (hemormragia
atréfica). A ocoméncia destas hemorragias localizadas e de diferentes Intensidades
decorrentes de traumatismos mecanicos ndo seria surpreendente se ndo fossem
constatados dois aspectos inusitados.

¢ primeiro fol a constatac8c da ccorréncia de hemorragias na regido mesometrial
{HM) & ndo na regifo antimesometrial, como seria esperade. Sendo a les&c mecanica
realizada sempre pela parede uterina na face antimesometrial, com © cuidado adotadc
para ndo afetar a regiic mesometrial, os padrbes hemorragicos resultanies ndc seriam
decomrentes do fraumatismo mecanico induzide na parede uterina da regido
antimesometrial.

O segundo resultado inesperado da andlise macroscopica foi a constatacdc da
oropagacdo de iguais padrfes hemorragicos também nos sitios, cujos embrides ou fetos
néo haviam sido submetidos 2 les8o mecénica primaria, isio €, ocorreram hemorragias nos
sitios adjacentes no como homolateral e também no contralateral.

Por estas observacGes macroscopicas pode-se presumir, iniciaimente, que a lesdo
mecanica da parede uterina em si ndo seja a causa prometora das diferentes hemorragias.
Por conseguinte, os embrides ou os fetos lesados tornam-se 0s potenciais elementos de
fonte primaria que poderiam induzir as respostas hemorragicas do ambiente uterino,
inclusive com efeito sistémico.

Néo ha relatos experimentais, na literatura, que descrevam a capacidade da massa
celular embrioblastica ou do tecido fetal lesado, com ag@o vasoativa ou que conduzam a
hemorragia. Porém, as células trofoblasticas em desenvolvimento ectépice provocam
hemorragias locais decorrentes do seu hemotropismo e capacidade invasiva, atingindo o
leito vascular do sitic hospedeiro (KIRBY, 1967; BEVILACQUA and ABRAHAMSHON,
1989; YAMADA, 1990; ENDERS and WELSH, 1993; FARIA and BEVILACAQUA, 1985).
Para este evento, exige-se o contato direto entre o trofoblasto e as células da parede dos
vasos, ocasionando ruptura destes, que provoca o extravasamento sanguineo. No entanto,
em nossas analises microscopicas, tal fendmeno n&o foi verificado nos sitios hemormragicos,
apesar das ocoméncias consideradas normais de células trofoblésticas na interface
materno-fetal dos diferentes estagios da gestacao.

Desta forma, presume-se gue ocorra 2 liberacdo de substéncias vasoativas como
conseqiidncia da lesdc embrionariaffetal, embora ndc se possa precisar a sua origem.
Embora ndo tenham sido reglizados exames pormenorizados em outros orgéos vitais dos
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animais experimentais, ndo foram constatadas hemorragias visiveis nos demais érgéos da
cavidade abdominal ou toracica (dados néoc registrados). Estes resultados implicam em
duas possibilidades que poderiam explicar as ocorréncias das hemorragias na regido
mesometrial.

A primeira teria como pressupostc a fiberag8o sistdémica de alguma substancia
vasoativa, com aclo especifica sobre as células da parede dos vasos do ambiente utering,
mas ndo sobre os demais drgdos. Para tanto, seria necessério presumir a expresséo de
receptores de membrana especificos para tais mediadores pelas células da parede de
vasos presentes no Utero e que nAo seriam exXpressos em vasos sanguineos de outros
orgaos. Como subsidio a esta hipdtese, pode ser citado o fatc de células como ©
fibroblasto e fibras musculares lisas do aparelho reprodutor femininoe expressarem uma
combinacéo de recepiores de membrana especificos tais, como o esirdgeno, progesterona,
prostagiandinas, etc (OHTA ef al, 19983; TAN et al, 1999; KURITA et al, 2000; CLASSEN-
LINKE et al, 2000) ndo comuns a outros &rg8os. A exemplo destes, poderiam ocomer
liberaghes de mediadores de origem embrionaria e para 0s quais as céluias do ambiente
yterino seriam capazes de responder seletivamente pela expressio de recepiores de
membrana correspondentes.

A segunda possibilidade exige para o pressuposto a existéncia de um elemento
intermediario capaz de ser sensibilizado pelas alteragbes decorrentes da lesdo
embriondria. Por sua vez, este elemento, uma vez sensibilizado, teria como resposta a
liberagao de substancias vasoativas de a¢ao localizada, tipo paracrina no ambiente uterino.

Esta segunda possibilidade ndo exclui necessariamente a primeira, porém,
considerando que nem todos os sitios encontrados nc mesme comoe uterino respondem
uniformemente ao mesmo estimuio (lesade e ndo lesado com hemorragias de diversas
intensidades), a hipdtese de um conirole local para cada sitic de desenvolvimento
embrionaric torna-se funcionalmente mais aceitavel. Este controie local individualizado de
cada sitio & observado naturaimente nos comos uterinos de roedores, uma vez gue,
ccasionalmente, um ou outro embridc pode se tomar invidve! e levado a morte por atrofia e
reabsorgdo, sem implicar no comprometimento e abortamenio dos demais.

Neste contexto, qual seria este elementc mediador especifico do ambiente uierine
sensivel e também apto a responder as alteracbes deste ambiente, induzindo, entre cutras
& uma agio vasoativa?
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Pela analise correlativa dos resultados macroscopicos onde foram descritos as
diferentes intensidades de hemorragias, com o0s dados microscopicos avaliando a
celularidade destes sitios, este elemento poderia ser a prépria célula NKu.

As celulas NKu s8o encontradas na gestacio e exclusivamente na regidc mesometrial
(STEWART and PEEL, 1977, 1878, 1980; CROY and KISC, 1993; CORREA DA SILVA,
1997). Estas células NK apresentam como potencial funcional intrinseco a capacidade de
destruir a célula-alvo pela liberacdo do contelddo citotdxico presente no granulo (PETERS
et al, 1991, KING et al, 1983; TRAPANI, 1998). Assim como as demais NK, estzs
presentes no Utero, durante a gravidez, contém perforing, granzimas, enzimas hidroliticas e
TNF-a nos seus granulos (PARR et al, 1980; ZHENG et al, 19913, ISAAZ et 2], 1995;
PARR et al, 1995; CORREA DA SILVA et al, 1996; PLATT and HUNT, 1998), pessibilitande
a estas células um potencial citolitico capaz de lisar diversas células-alvos. Além do mais,
comparou-se a presenca do &dido nitrico sintase (NOS) no interior das NKu (SLADEK et gj,
1988). Esta enzima & responsavel por sintetizar ¢ éxido nitrico, que é um potenie radical
livre, regulador de varias fun¢bes (HUNT et al, 1997), entre elas a vasodilatacdo, o
relaxamento da musculatura uterina, a inibicdo da agregacdo plaquetdria e a adesfo
leucocitaria (McKENDRICK and RADOMSKI, 1998).

Pelas analises microscdpicas do grupe controle, a identificacdo e a localizagdo das
NKu no endométric de camundongos, baseadas inicialmente na reagdoc do PAS,
corroboram os relatos da literatura, que utifizaram a mesma metodologia (STEWART and
PEEL, 1977, PEEL et al, 1983; PEEL, 1989; DELGADO et al, 1996). Da mesma forma,
pela citoquimica de lectina DBA, foram identificados os subtipos de células NKu normais
distribuidas na regifo mesometrial, & semelhanca dos reiatos pré-existentes (CORREA DA
SILVA et al, 1998; CORREA DA SILVA, 1967; PAFFARO JR et al, 1999b).

Segundo CORREA DA SILVA {1997) e PAFFARC JR et al (1999a), o método
citoquimico pela lectina DBA € mais sensivel para a identificacio das células NKu de
camundongos, pelo fato de marcar tanto a superficie quanto os granulos citoplasmaticos
destas células. Pela classificacgc desses autores, as células pequenas semelhantes a
linfocitos e que apresentam marcacdo na superficie celular, mas sem granulos
citoplasmaticos positivos com a lectina DBA, seriam as formas precursoras {subtipo 1) das
NKu. A forma subseqliente de diferenciacdo caracteriza-se ainda como células pequenas,
mas ja apresentam alguns granulos DBA positivos (subtipo 2). A forma plenamente
diferenciada de NKu seria aquela céiula gue apresenta grande gquantidade de gréanulos

DBA positivos (sublipo 3} em seu citoplasma. Esias células seriam aguelas reconhecidas e
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descritas por cutros autores (SMITH, 1966; LARKIN and FLICKING, 1969; STEWART,
1987; WELSH and ENDERS, 1983; CROY and KiSO, 1993) pela técnica de PAS como as
formas tipicas de NKu. Além destas formas, s8o encontradas as maiores, gue apresentam
granulos DBA positivos em meio ao citoplasma amplo de aspecio extraido (subtipo 4).
Estas ultimas seriam as descricdes comrespondentes as células NKu em estégic final da
diferenciacdo, tendendo j& para a degeneracBo (DELGADO et g, 1896; CROY et 2, 1997;
CORREA DA SILVA, 1997).

Feioc conceito morfofuncional acima, seria NKu comrespondente ao subtipo 3, a forma
madura apta a responder aos estimulos especificos para a atuagdo funcional plena.
Porém, esta afirmagéo ainda ndo pode ser confirmada, por ndo haver experimentos que
comprovem a atividade funcional in joco particularmente da citotoxicidade destes subtipos
celulares de maluragéo no ambiente uterino.

Nas andlises dos grupos experimentals processades pelc mélodo citoguimico de
lectina DBA, identificaram-se detalhes de alteragSes morfolégicas das NKu presentes nos
sitios hemorragicos, ndo perceptiveis pela reacio de PAS ou pelas coloracgbes histolégicas
convencionais. Estas alteracBes descritas em resultados que classificaram as NKu de
classes | a VI, demonstram que estas células foram afetadas nos sitios que apresentaram
resposta hemorragica das classes HM, HG e HA.

Entre as formas alteradas de NKu, chamaram particular atencdo aquelas em que se
verificou a perda ou alteracdo no padréc de marcacéo no conteldo dos granulos (classes [,
it, Il e V), sugerindo a ocorréncia de degranulagéo.

A liberag8o do contetde dos granulos das células NK, relacionadas com a sua
atividade citolitica, tem sido demonstrada in vifro, onde o contato destas com as células-
alve induz 3 répida degranulacdo do contelGdo citolitico, com a morte das células-alvo por
apoptose {(PETERS et al, 1991; TRAPANI, 1995, 1998). Este fendmeno € induzido pela
acgéo da IL-2 nas NK em geral (PODACK, 1985; LIU et al, 1989; TRINCHIERI, 1989;
OJCIUS and YOUNG, 1990), porém nado foi confirmado para as NK obtidas do Gtero
prenhe (CROY et al, 1987).

A lectina DBA tem como caracteristica a alta especificidade para residuos de N-acetii-
D-galactosamina, localizados em por¢Bes teminais (ETZLER and KABAT, 1970;
WATANABE et al, 1981, PEEL and BULMER, 1996; PAFFARO JR et al, 1999a).
Desconhece-se, ateé este momento, qual{is) seria(m) ofs) glicoconjugado(s) subsirato(s)
contido(s) nos granulos da NKu de camundongos e guais papéis fisioldgicos teriam. Nao se
pode atribuir, portanto, a este glicoconjugade a agdc efetora citolitica/citotdxica. Porém, a
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sua coexisténcia no compartimento secretor do granulo (CORREA DA SILVA et al, 1996),
onde estdo contidas as granzimas e a perforina (PARR et al, 1987, 1990; ZHENG et al,
1981a), permite afirmar que o glicoconjugado reativo 2 lecting DBA seria um marcador por
exceléncia do contedo dos granuios das NKu e a lectina DBA, por sua vez, um marcador
seletivo destes granulos.

Embora o fendmenc da degranulacdo das células NKu n8o tenhz side
experimentaimente confirmado até o momento, ¢ fato das células NKu alteradas presentes
nos sitios hemorragicos perderem o conteddo granular reative & lecting DBA & um forle
indicic de que ocorrera a perda parcial ou total deste conteudo.

Estes resultados, mesmo que constantes, ndo apresentam consisténcia para uma
explicacdo plausivel sobre a diversidade de alteracbes encontradas para as NKu presentes
nos sitios hemorragicos, caso ndo se considere a existéncia de sub-populacies funcionais
de células NKu, isto é, as diversas formas de alteracles encontradas para as NKu nos
sitios hemorragicos podem estar relacionadas com um potencial de resposta diferenciada
das NKu dependentes do seu estgio de maturacdo. Aquelas funcionalmente maduras
responderiam de imediato ao estimulo, porém as outras viriam a responder 3 medida que
atingissem a competéncia funcional.

Por outro lado, um dos experimentos paralelos conduzidos em nossc laboratério
apresentou outros dados relevantes (TIBA, comunicacdo pessoal). Utilizando o mesmo
modelo experimental de lesdoc embriondria em animais do 8° ddg observou-se que a
reatividade do contelido dos granulos das NKu & lectina DBA desaparecia no periodo
inferior a 30 minutos pés-lesdo embriondria a semethanca do que se observa na alteragéo
da classe |. Porém, a reatividade nos grénulos é restaurada no periodo de 2 a 3 horas pés-
lesdo e, em 8 horas pés-lesdo ocorrem células NKu com igual aspecto ao aqui descrito
como alteragao cliasse .

Sob a luz destes dados adicicnais de TIBA et al (2000), forna-se clarc que as células
NKu apresentam uma din&mica funcional peculiar. Estas células séo capazes de responder
ac estimulo da lesdc embrionéaria com a liberacdo do seu contetdo granular e em seguida
restaurar este contetdo rapidamente. As NKu alteradas (il, ili, IV e V) em nossos
experimentos, enconiradas no periodo de 8 horas pés-les@o, seriam, portanto, na sua
grande maioria, aquelas que ja perderam, em algum momento, o seu conteldo granular e
estdo reconstituindo “de novo” esse conteldo.

Esta constatagdo comprova que as células NKu, apds a sua ativacio com perda do

contetdo do granulo, ndo implicam necessariamente em sua morte ou degeneragdo a
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semelhanga do que é descrito para as NK circulantes (WHITELAW and CROY, 1996). Ao
contrario, as formas alteradas que apresentam marcacéo nos granulos poderiam ser as
NKu em diferentes estadios de recuperacdo do seu contetdo granular, como fol descrito
por ISAAZ et ai, (1995).

As NKu com aiteracBes (I, IV e V) referem-se aquelas que perderam parcial ou
iotalmente a marcacdo pela lectina DBA, na superficie celular. De acordo com FONSECA
{2000), a lectina DBA interage com o glicoconjugado presente na superficie das células
NKu in vifro, induzindo iniciaimente a formacio de uma reacgdo de capuz na membrana
plasmatica, seguida de lise da céjula. Tal dado sugere que ¢ glicoconjugado reativo a
lectinga DBA presente na superficie das NKu seria um importante receptor de membrana
destas céluias. Assim, as formas alteradas encontradas em nossos experimentos,
apresentando auséncia ou reducdo de reatividade na superficie celular pela lectina DBA,
reproduzem a perda, a auséncia ou a reducéo temporal do receptor expresso na superficie
celuiar, 0 qual deve ter um importanie papel no controle da ativacBo das NKu. Este & um
aspecto gue merece ser investigadc em profundidade no future, para avaliar as suas
implicacBes na fisiclogia destas células.

As NKu gque apresentaram altera¢@o da classe Vi e que sofreram aparentemente lise
e ruptura celular representam uma excec¢do & regra de restauragédo dos granulos. O
comportamento dessas células foi observado com maior incidéncia nos periodos finais da
gestagéio. Apés o 15° ddg e considerando o 17° ddg como o perfodc mais representativo do
subtipo 4 de NKu, o qual é caracterizado como de fase degenerativa, & plausive! supor gue
estas celulas, uma vez sofrendc o fendmeno da degranulacdo, possam ter perdidc a
capacidade de restauracéo dos granuios, acelerando assim, a degeneracao.

Para a2 compreensdc das incidéncias das NKu com as diferentes classes de
alteragbes, nos diferentes tipos de hemorragia, ao longe do periodo de gestagio, devem,
portanto, ser levados em consideragdo os subtipos de maturacéc presenies em cada uma
das areas da regido mesometrial dos sitios de desenvolvimento embrionarioffetal.

Conforme foi descrito em resultado, as reagBes hemorragicas com a incidéncia maior
das formas alteradas foram verificadas a partir do 8° ddg, tendo o pico aparente, ao redor
do 12° ddg e que este, decrescia a partir do 15° ddg. Nestas alteracbes devem ser
consideradas a capacidade de degranulacio da NKu e a sua possivel restauragdo, pelo

gue se subentende que, a NKu poderia ser ativada novamente, sob um estimulo
continuado ou sob um nove astimuls.
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J& nos dois extremos dos animais experimentais, temos de um lado, representada
pele 17° ddg, a ccorréncia da alteracdo classe Vi @ no ouiro, 0 6° ddg em 6 horas pds-
lesBo, em que ndo se verificam formas alteradas de NKu. No 8° ddg nomal, ocorem
apenas subtipos 1 e 2 de células NKu (PAFFARO JR et al, 1999b), para as quais pode-se
inferir gue ainda ndo tenham atingido a maturidade funcional para responder plenamenie
aos estimulos exdgenos de ativacdo. Ja no pericdo de 24 horas pés-lesdo, gue equivale ac
7° ddg, foi observada alteracSes nas NKu. Periodo este em que também ¢ encontrado ¢
subtipo 3 nas areas préximas ao embrifio e intermediarias do endomeétrio mesometrial. A
alteragéo classe Il encontrada seria, portanto, originaria do subtipo 2 que se diferencia, em
algum momento, no decorrer desie periodo pds-les@o, para o subtipo 3, capacitado a
responder tardiamente ac estimulc da lesfo. Comrobora com esta hipdiese ¢ fato de ndo
serem constatadas formas aiteradas, onde se concentram normaimente os subtipos 1 & 2.
As areas em que foram encontradas formas alferadas coincidem com aguelas onde ha
incidéncias de sublipos 3.

Por conseguinte, torna-se clarc que somente as NKu gue tivessem atingido um
determinadc grau de diferenciacBc seriam capazes de desencadear a perda do seu
conteudo granular, como resposta ao estimuio da lesfic embrionariafetal.

Desta forma, a incidéncia concomitante de NKu com diferentes formas de alterago,
numa area, num dado momenio poés-lesdo, seria em decorréncia da existéncia da
graduacgdo nos niveis de diferenciacéo das NKu ao longo da gestacéo e sua distribuigdo na
regido mesometrial de cada sitio.

Consubstanciam esta hipoiese os nossos resuliados que claramente demonstram a
incidéncia maior de formas alteradas, nos periodos da gestacdo, que apresentam alta
incidéncia de NKu plenamente diferenciada, isto €, a partir do 9° ddg que corresponde, em
nosso experimento, ac periode de 24 horas pds-leséc do 8° ddg.

Como regra geral, as NKu que apresentaram alteracbes morfoidgicas estiveram
presentes nos sitios com padrdes de hemorragias HM, HG e HA. A exceg8o foi a HL, onde
as células NKu encontradas eram fodas de subtipos normais. Salienta-se o fato de que, na
HL, o acumulc de sangue exiravasadc ocorre na luz uterina do segmento de
interimplantac&o, onde pode ocorrer acimulo de sangue extravasado mesmo em gestacéo
nomal. A luz uterina em camundongo prenhe € mantida na sua forma original, apenas nos
segmentos de interimplantacéo, uma vez que os segmentos presentes em cada um dos
sitics de desenvolvimentc embrionario ou fetal sdo obliterados com perda do revestimento
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epitelial (ABRAHAMSOHN and ZORN, 1893; WELSH and ENDERS, 1993). Uma nova iuz
uterina € formada pela coalescéncia de tecido epitelial necformado, a partir das glandulas
uterinas remanascenies que permanecem na regifo antimesometiral. Assim, seria normal a
drenagem de sangue exiravasado para esta luz, particularmente se origindria de aigum
traumatismo da regido antimesometrial.

Salienta-se gue enire os sitios submstidos & lesdc embriongria, ¢ padric ML fol
observado j@ no 8° ddg em & horas pds-lesdo. Neste periodo, as NKu ainds presentes em
pequena guantidade na regidc mesometrial s80, na sua grande maioria, do subtipc 1 e
raras do subtipo 2 (PAFFARQ JR et al, 1999b), as quais s8c consideradas formas imaturas
(PEEL and BULMER, 1977, STEWART and PEEL, 1977; CORREA DA SILVA, 1997).
Desta forma, ac padrio HL n2o pode ser atribuido o envolvimento direto das células NKu.

Ja os demais sitios hemorragicos (HM, HG e HA), onde foram encontradas as NKu
com diversas classes de alteracfes podem ser interpretados como uma graduacic de
intensidade de resposta frente & lesdc embriondria ou fetal, porém, devem ser
consideradas, nesies fendmenos, as peculiaridades do procedimento e do estagio da
gestacao.

Nos resultados, tanto em HG quanto em HA foi ocbservado que o embrido ou o fefo
apresentavam sinais nitidos de degeneracéo. O procedimento de les3o mecanica adotada
tem como premissa romper a integridade do embrifioffeto, levando-os & morte e
degeneracfo. Neste procedimento, no qual foi adotada a introducdo de um instrumentc
perfuro-cortante na parede uterina da face antimesometrial, pode ocorrer também a ruptura
do revestimento trofoblasto-endométrio parietal do saco vitelino, com provavel
extravasamenic de sangue matemno para o seu interior. Em se tratando da fase feial, neste
mesmo espago também deve ocorrer o extravasamentc do sangue oriundo do feto lesado.
Contudo, no momento da realizacdo do procedimento ndo se pode ter a certeza da
extensaoc da lesac provocada.

Desta forma, embora o padric HG, quando visto macroscopicamente, possa
aparentar uma resposta mais intensa de hemorragia do que uma HM, esta pode ter sido do
traumatismo mecanico que se soma a resposta propria da regido mesometrial. N3o se
pode determinar, nestas andlises, quais HG seriam decorrentes apenas do traumatismo
mecanico da lesdo. Porém, a baixa incidéncia de HG entre os padrfes hemorragicos
encontrados no corno direito (contralateral) em relacdo ao esquerdo (homolateral) fala a
favor desta hipdiese.



Por outro lado, a ocorréncia de um padrae hemorragico como a HG é a cerleza de
que houve de fato a ruptura da integridade do embridoffeto pelo procedimento de leséo
adotado. Assim, iambém seriam esperadas, nestes sitios, as maiores resposias
morfofuncionais deste modeio experimental, como de fato foram constatadas.

Quanto ao HA, deve-se ter o0 mesmo cuidado tomade para ¢ HG na interprefacéo
quanto & intensidade de reacfic. Presume-se que todo os HG contendo embrifo ou feto
lesado avance para ¢ quadre de HA | isio é, com 2 strofia de toda 2 massa celular contids
no sitio afetado, que se acentua com o decorrer do periodo pés-lesdo (aumenio de
incidéncia deste tipo de hemorragia nos sitios lesados dos comos esquerdos, apds 24
horas da lesao).

Torna-se clars que o conjunto de alteracbes que acompanham os sitios com HM, HG
e HA é aquele que aparenta ser as formas representativas das respostas inerentes ao
modelo experimentalmente proposto envolvendo as células NKu. Neste contexio, avaliando
a somatdria das incidéncias relativas destas alteragbes nos comos esquerdo e direifo av
jongo de cada dia de gestacdo analisado, a partir do 8° ddg este conjunto supera a marca
dos 50%, mantendo-se ao redor de 60% até o 15° ddg e voitando a ser inferior a 50% no
17° ddg. Por estes resultados constata-se que as reacdes mais intensas coincidem com o
periodo da maior incidéncia de células NKu presentes nos sitios de desenvolvimento
embrionarioffetal.

Segunde AMARANTE {1997), no decorrer da implantacdo embrionaria e placentaco
em camundongos, a atividade invasiva das células trofoblasticas gigantes apresenta uma
curva que atinge ¢ piatd ao redor do 9° ddg e se mantém até o 15° ddg. PAFFARQ JR et al
{1999b), em suas analises quantitativas, demonstram a maior incidéncia de NKu maduras
a partir do 9° ddg e declinio apés o 15° ddg. Esta coincidéncia cronoclbgica sugere uma
relag@o direta das NKu no controle da invasividade das células trofoblasticas gigantes na
interface materno-fetal.

O modelo experimental da indugdo da les3o, aqui preconizado, pressupds uma
eventual resposta uterina, contra as CTGs que poderiam ter a atividade invasiva alterada
ou desconirolada, apés a lesdo do embrido ou do feto. Este potencial invasivo
descontrolade e exacerbado das CTGs tem sido demonstrado por experimentos de
transplantes ectépicos de embrido, onde ¢ embrido integro seria o fator determinante para
o controle da atividade invasiva (KIRBY, 1967).

Na realidade, no fol observada, no presente experimento, uma alteracdo significativa
das células trofoblasticas gigantes presentes nos sitios hemorragicos e tampouco foram



54

realizados ensaics que pudessem determinar uma maior ou menor atividade invasiva
dessas células.

A atividade citotdxica das células NK € observada a partir do coniato e
reconhecimento das células-alve, guando ocorre a liberacio da perforina juntamente com
as granzirmas (BERKE, 1995; LOWIN et al, 1995; GREENBERG and LITCHFIELD, 1998).
A perforina insere-se na membrana da céluia-alve e pelo poro formado, as granzimas
introduzidas no citoplasma da céluis-alvo ativam enfre oufras, a via da caspase,
desencadeando a via da apoptose (SHRESTA et al, 1988; TRAPANI, 1888},

Nos ensaios citoquimicos realizados para a identificacdo de niicleos em apoptose
foram constatadas algumas CTGs com reacdo positiva, nos sitios HM e HG 24 horas pos-
lesdo. Este metodo detectou que a placenia como um fodo pode sofrer apoplose apds a
lasdo fetal, no periodo de 24 horas pés-les8o, sem afelar as células do endométrio ou do
restante da parede uterina.

O desencadeamento da apoptose em uma célula pode ter varias causas indutoras.
Porém, a presenca das células NK gue, uma vez ativadas, t&ém como mecanismo intrinseco
a capacidade de induzir apcptose em células-alvo, elege-as como as responsaveis por
este fendmeno observado nas células trofoblasticas.

Existem algumas peculiaridades ndc descritas para as células NK em geral, mas
constatadas para as NK presentes no ambiente uterino por meio deste experimento. Na
primeira, as células NKu podem ser ativadas e induzidas ac fendbmenc da degranulagio,
sem a necessidade do contado fisico com as células-aivo, isto & as NKu nio
demonstraram qualquer movimento de afluéncia para um ou outro compartimento do dtero
lesado especificamente junto &s células trofoblasticas ou mesmo nc embrigo lesado. A
outra estd no pressuposto de que se realmente ocorreu a degranulacdo do conteudo
citolitico pelo mecanismo de secregéc convencional por exocitose, por que nade atuaram de
forma indistinta nas demais ceélulas uterinas proximas, lisando-as?

Intrigante também € a ocomréncia das hemorragias nos sitios presentes no como
uterino direitc, n&o manipulado para indugéo da lesdo.

Nestes sitios hemorragicos ndo manipulados, foi enconirada igual incidéncia de
células NKu alteradas, o que confere uma forte ac@o sistémica do fator que desencadeia
estes fendmenos, induzindo até a casos de hemorragia generalizada e atréfica. Embora
isto configure a relagdo direta entre a hemorragia e as células NKu, ndc se pode

determinar se a degranulacdc das NKu € a causa da hemorragia, ou se a hemorragia seria



L
L

uma das causas induloras da alteracdo das NKu. Em ambos 0s casos, o gue seria este
fator?

As questbes que surgiram do resultade deste modelo experimental demonstram a
compiexidade do ambiente uterine durante a gestacio, onde a ruptura do equilibric em um

sitio embrionario pode induzir inclusive alteragBes sistémicas capazes de afelar o restanie
do ambiente uterino.
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Peilas analises dos resultados obtidos no presente {rabalho pode-se concluir que:

e As lesfes provocadas mecanicamenie nos sitios de desenvolvimento embrionario
ou fetal provocam hemorragias de diferentes intensidades nos sitios lesados e
gleatoriamente nos sitios ndo lesados.

e« As células NKu enconfradas nos sitios com hemorragia mesometrial (HM),

generslizada (HG) e atrdfica (HA) apresentam alteracbes no padrio de reatividade 2
lectina DBA.

s A presenga de céluias NKu com alteracic nos sitios com incidéncia elevada de
hemorragia (HM, HG & HA), sugere correlacéo direta enire 0s dois fendrmenos.

= Entre as alteracbes de céiulas NKu detectadas pela citoquimica de lectina DBA, as

gue mostraram auséncia de marcacdo nos granulos sugerem a ocorréncia do fenbmeno de
degranulacio.

e As incidéncias de hemorragias de maior intensidade (HM, HG € HA) coincidem com

o periodo da prenhez em gue é encontrade o maior nimero de células NKu diferenciadas.

» O aumento significativc na quantidade de ndcleos apoptdticos em células
trofoblasticas em detrimento dos demais nos sitios lesados sugere uma acio seletiva
oriunda das céiulas NKu sobre as células trofobiasticas.

e A lesdo do sitio embriondrioffetal pode ser usada como um modelo experimental
para estudos in situ de ativacdo das células NKu.
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FIG. 1- Aspecto macroscépico de segmentos de comos uterinos com sitics de implantacéo
embrionaria (E) no 10° ddg normais (A e B) e lesados (C-F). As areas escuras cbservadas
com a transiluminagdc (B-F) correspondem ac actmulo maior de sangue, de ccomréncia
normal na base do tridngulo mesometrial de cada sitic (*) (B) e andmalas nos sitios
lesados {C-F} na forma de hemorragias laterais- HL (C); mesometriai- HM (D e F);
generalizada- HG (E e F). Setas - regifio mesometrial; cabecas de setas- regido
antimesometrial.

Barra= 0,5 cm.
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FIG, 2- Esquema de cortes fransversais dos sitios de desenvolvimento embrionario ou
fatal em camundongos, no 6° ddg (A}l 12° ddg (B} 15° ddg (C). RM, regido
masometrial, RAM, regifio antimesometrial; M, miométrio, GM, regifo da gigndulz
ratrigh LU, juz utering; L, epitélio luminal E, embrido; ED, endometric dacidualizado;
END, endométrio ndo decidualizado; PF, placentz fefal, R1, drea do endométrio
proximal em relagdo so cone ectoplacentario ou a placenta em desenvolvimento, R2,
area intermedidria do endométrio decidualizado efou ndo deciduslizado;, R3,
endomeétrio basal jJunto com o miométric e giandula meatrial.
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FIG. 3

(A, B)- Fotomicrografias mostrando aspecto de sitios uterinos normais: (A e B)- cortes
transversais dos sitios de implantagdo normais nos 8° e 12° ddg, respectivamente.
Observar a regi@c antimesometrial, local onde se encontra o embridoffetc em
desenvolvimenio (E/F) e a regigo mesometrial, onde se desenvoive ¢ cone ecloplacentario
(CE} e a placenta (P) e acima as areas com acumulo de células NKu (ponios castanhos
escurcs) (*). Endométrio decidualizado (ED); endométric ndo decidusiizade (END); luz
uterina (LU); camada do miométric (cabeca da seta); regifio da glandula metrial (GM).
Citoguimica DBA + hematoxilina. 20X

C) Fotomicrografia mostrando células NKu normais apresentando granuios PAS positivos
amilase resistente (setas). Células do estroma (cabecas de seta). PAS + hematoxilina.
150X

D, E, F) Fotomicrografias de células NKu em detalhe, mostrando os subtipos identificados
pela reacdo de lectina DBA. D} Observar células NKu do subtipe 1 (seta) com marcacgao
apenas na superficie celular e sglbtipo 2 (cabeca de seta) com marcagdo na superficie
celular & no granulo. E) Observar células NKu do subtipe 3 (sets} com grénuios
citoplasmaticos evidentes. F) Observar células do subtipo 4 {seta) com amplo citoplasma
de aspectoc extraido, ¢ subtipo 3 (cabeca de seta). (*) Ndcleos das células do estroma.
Microscopia de Interferéncia de Normasky. Lectina DBA + hematoxilina. 1100X
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FIG. 4A, B, C, D, E, F- Fotomicrografias mostrando as alteracdes enconiradas nas células
NKu nos sitios submetidos a lesdo, identificadas pela citoguimica de lectina DBA. A)
Células NKu com alteracso classe |. B) Células NKu com alteracdo classe . C) Células
NKu com aiteracio classe lil. D Céluias NKu com alteracgio classe V. E) Células NKu com
aiteracao classe V. F) Células NKu com alteracdo classe Vi. Citoquimica de lectina DBA +
hematoxilina em Microscopia de Interferéncia. A, C, D, F - 1250X; B, E - 1000X
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FIG. 5

A, B- Fotomicrografias mostrando aspectos dos sitios lesados com hemorragia
generalizada. A} Corte transversal do sitio de implantag@o lesado no 12° ddg, & horas apos
a lesdo. Observar a massa celular do feto totalmente desorganizado com infiltracéo
sanguinea ("). A placenta apresenta-se desorganizada, com a perda da estratificacio
caracteristica das camadas (P). Notar gue na regifc mesometral (M) permanece ©
acumulo de células NKu evidenciadas em castanho peia citoquimica de lectina DBA. B)
Detalhe de uma regido com massa celular embrionaria (%) infiltrado com sangue matemo
(setas). 20X e 150X, respectivamente.

C) Observar as céjulas NKu normais (cabecas de setas) junto &s células trofoblasticas
gigantes (CTG) normais, na interface matemoffetal de um sitic normal. Traves de células
deciduais {D); Vasos sanguineos (VS). 200X

D) Observar células NKu (setas) alteradas, proximas as céluias trofoblasticas gigantes
(CTG) em degeneragdo, em meio ao sangue extravasado (*), presente no sitio lesado com
hemorragia generalizada, no 10° ddg, 24 horas pds-lesdo. Vasos sanguineos (VS). 200X

E e F) Microscopia de fluorescéncia de uma area do labirinto da piacenta noc 15° ddg, 24
horas ap6s a lesdo embrionaria, mostrando reacéo positiva para apoptose nos ntcleos da
maioria das células (setas). Em F detalhe, mostrando reag@c positiva para apoptose no

nticlec das células trofoblasticas gigantes (setas). 100X e 200X, respectivamente.
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