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RESUMO

O sucesso da implantagdo e do desenvolvimento embriondrio no utero de humanos e
roedores decorre de interagdes intimas entre as células de origem materna e fetal, com a
intermediacdo de citocinas e mediadores quimicos em fino balango estabelecendo um
diadlogo entre as diferentes populagdes celulares da interface materno-fetal. Este didlogo
envolve do lado fetal as células trofoblasticas e do lado materno o estroma decidualizado,
vasos sanguineos e células leucocitarias do endométrio, numa complexa rede de
sinalizagbes cujos mecanismos sd@o apenas parcialmente conhecidos. Desequilibrios neste
balango de sinalizagdes podem resultar na interrupgdo da gravidez sendo particularmente
intrigante a participagdo das células natural killer uterinas (UNK) que constituem uma
populacdo linfocitaria que estdo presentes em grande quantidade no ambiente uterino
exclusivamente durante a gestagdo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
expressdo e participagdo das isoformas das enzimas o6xido nitrico sintases (NOS) como
potencial indutor do desequilibrio da homeostasia do microambiente uterino na interface
materno-fetal envolvendo a produgéo do 6xido nitrico (NO). Foram utilizados camundongos
no 8° e 10° dia de gestacdo (dg) normal e grupos de animais cujos embrides foram
lesionados mecanicamente por intervengdo cirirgica ou inoculados com lipopolissacaridios
(LPS). Amostras uterinas de sitios embrionarios foram coletadas nos periodos de 1, 2 e 6
horas pos-lesdo mecéanica, ou, 6 horas apés inoculagéo com LPS e processados de acordo
com as técnicas rotineiras para embebigido em parafina, assim como, processados para
obtengdo de homogeneizados teciduais da regido mesometrial destes sitios embrionarios.
Cortes de parafina foram submetidos a reagdo citoquimica com a lectina Dolichos biflorus
(DBA) e as reagdes imunocitoquimicas para as isoformas iINOS, eNOS e nNOS e, para IFN-
«. Foram realizadas SDS-PAGE dos homogeneizados teciduais e Western-blot com os
anticorpos anti-iNOS, anti-eNOS e anti-nNOS. A regido mesometrial dos sitios embrionarios
lesionados mecanicamente apresentou hiperemia apos 1 hora de leséo que evoluiu para um
quadro de hemorragia nos periodos posteriores. No grupo submetido ao tratamento com
LPS foi observado um quadro de hiperemia no periodo de 6 horas. Pela citoquimica com a
lectina DBA constataram-se alteragdes na morfologia das células uNK destes sitios, sendo
notéria a perda de reatividade no contetido dos granulos lisosomo-secretores. As avaliagdes
imunocitoquimica para iNOS indicaram que as células uNK, as células deciduais e as células
trofoblasticas gigantes expressam iNOS constitutivamente na gestagdo normal, o mesmo

ocorrendo com as isoformas eNOS e nNOS. Nos sitios de lesdo embrionaria, as células uNK



apresentam acentuada redugdo na marcagdo pela imunocitoquimica para a iNOS e nNOS
nos periodos de 1 e 2 horas, com recuperagao parcial apos 6 horas. Estas variagées nio
foram constatadas em outras células da interface materno-fetal. A eNOS apresentou
marcagdes constantes nas células uNK e nas células musculares lisas, sem variagoes nos
grupos experimentais de les&o embrionaria. Pelo Western-blot foi constatada uma redugéo
signficativa para a INOS e nNOS nos periodos de 1 e 2 horas pds-lesdo mecanica. Estes
resultados demonstraram que as células uNK respondem as alteragdes do ambiente uterino
induzido pela leséo embrionaria ou pelo LPS, com rapida mobilizagao das isoformas iNOS e
nNOS possivelmente na produgdo do NO. O NO liberado por estas células pode ser a causa
da alteragdo da permeabilidade ou lesdo vascular da regido mesometrial provocando a
hiperemia e hemorragia. A mobilizagdo da atividade da iNOS nas células uNK nio parece
ser dependente do IFN-a e portanto ndo ocorre o envolvimento das células dendriticas nesta

via de sinalizagao.



ABSTRACT

The successful embryo implantation and development in human and rodents uteri is
dependent of intimate interaction between maternal and fetal cells, with intervening of fine
balance of cytokines and chemical mediators on cross-talks between cells in the maternal-
fetal interface. This dialogue involves the cells of decidualized stroma, blood vessels and
leukocytes from endometrium of maternal side and the trophoblast cells from embryo in a
complex signaling network which mechanism is only partially understood. Unbalance of these
signals could outcome in miscarriage being intriguing the participation of uterine natural killer
cells (UNK) that compose lymphocyte population accumulate in the uterine environment
specifically during pregnancy. The aim of this work was to evaluated the participation of nitric
oxide synthase (NOS) enzymes isoforms which arise in nitric oxide (NO) production, as
potential inducer of unbalance of homeostasis in the uterine environment. It was used normal
pregnant mice on 8° and 10° gestational days and groups of animals which embryos were
surgically lesioned or inoculated with lipopolyssacharide (LPS). Uterine samples were
colleted after 1, 2 and 6 hs of embryo lesion or 6hs after LPS inoculation and processed for
conventional paraffin embedding, as so as, for tissue homogenates of mesometrial region
from this uterine sites. Paraffin sections were processed for Dolichos biflorus (DBA) lectin
cytochemistry and immunocytochemistry for iINOS, eNOS, nNOS and IFN-a. SDS-PAGE and
Western blot were performed with tissue homogenates using anti-INOS, anti-eNOS and anti-
nNOS. The mesometrial region of embryo lesioned uterine sites showed hyperemia after 1 hr
lesion and increased to hemorrhage after that. In the LPS treated animals was seen
hyperemia after 6hr. The DBA cytochemistry showed morphological changes in the uNK cells
found in this embryo lesioned sites being noticeable the lost of reactivity in the secretory-
lysosome granules contents. The immunocytochemical for iINOS pointed out the uNK,
decidual and trophoblast cells expressing iINOS constitutively in the normal pregnancy, as did
the eNOS and nNOS. In the embryo damaged sites the uNK cells showed remarkable
reduction in the iINOS and nNOS labeling after 1 and 2 hr with partial recuperation after 6 hr.
These variations were not seen in other cells. The eNOS showed constant labelling on uNK
cells and smooth muscle cells without changes in the experimental groups of embryo lesion
or treated with LPS. By Western blot, it was noted significant lowering for INOS and nNOS in
the periods of 1and 2 hr after lesion. These results showed acute response of uNK cells
against the changes of uterine environment induced by embryo lesion and LPS treatment,
with fast mobilization of iINOS and nNOS isoforms possibly in the production of NO. The NO



released from these cells could be the cause of changes on vascular permeability or even
lesion of blood vessels localized in the mesometrial region wich results in hyperemia and
hemorrhage. The INOS activation of uNK cells does not seem dependent of IFN-a. and

therefore without commitment of dendritic cells in this signaling pathway.
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1- INTRODUCAO

O sucesso da implantagdo e do desenvolvimento embriondrio em humanos e
roedores decorre da intima interagdo entre o organismo materno e o embrido em
desenvolvimento, envolvendo modificagdes profundas nesta interface no ambiente uterino,
dentre as quais se destacam, as transformagdes das células do estroma endometrial em
células decidualizadas, neo-angiogénese e organogénese da placenta (Saito, et al, 2005;
Lin, et al, 2006). Nesta interagdo também esta presente uma série de mediadores quimicos
produzidos por células leucocitarias e células pertencentes ao sistema imune, presentes no
endométrio que atuam na imunomodulagdo uterina (Zenclussen, et al, 2005).

No ambiente uterino de camundongos gestantes ocorre a migragdo de células
linfocitarias oriundas da medula 6ssea e de o6rgdos linfopoéticos periféricos, como baco e
timo (Raulet & Vance, 2006), que se acumulam transitoriamente em uma regido denominada
de glandula metrial (Peel & Stewart, 1983; Zheng, et al, 1991), ou, agregado linfocitario da
regido mesometrial associado & prenhez — MLAp (Croy, et al, 1983). Estas células,
inicialmente denominadas de células granulosas da glandula metrial (CGM) pertencem a
linhagem de linfocitos Natural Killer — NK (Zheng, et al, 1991; Croy, et al, 1985), porém,
apesar das semelhangas fenotipicas, estas células NK do ambiente uterino (uUNK), presentes
exclusivamente durante a gestagdo apresentam peculiaridades que as distinguem das
demais células NK (Askhar & Croy, et al, 1999).

As células Natural Killer (NK) atuam na imunidade inata com destacada atividade
citolitica e citotéxica contra células transformadas, tais como, células infectadas por virus e
células tumorais, lisando-as ou também atuando na produgdo de citocinas, como, por
exemplo, o IFN-y (Trinchieri, 1989; Abbas, et al, 2002). A interagdo das células NK com
outras populagdes celulares ocorre através de receptores de membrana, classificados como
ativadores ou inibidores, dependendo se a atividade litica & disparada ou nao apos a ligagao
ao receptor. Em camundongos, o principal receptor inibitério € Ly49 e CD94-NKG2, sendo
expresso nas NK maduras, enquanto os receptores de ativagdo séo: NKRP1A e NKRP1C
(NK1.1), DX5, CD2, 2B4, CD69, Ly49D, Ly49H, NKp46 e NKG2D (Caraux, et al, 2006).

Apesar dos extensos estudos objetivando compreender as razdes que levam ao
acumulo destas células atuantes na resposta imune inata no ambiente uterino de roedores e
humanos, os mecanismos envolvidos na migragéo, diferenciagéo e as fungdes exercidas por

estas células na gestagdo sdo ainda pouco esclarecidas.



Em relagdo ao conteudo granular, nas células NK circulantes (cNK) esta
diretamente relacionado com a atividade citolitica que reconhecem como alvos células cujas
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) apresentam alteracoes
decorrentes de malignizagéo ou infecgdes virais (Colonna, et al, 2000). Estas células cNK
compreendem cerca de 5 a 20% das células totais residentes no figado, bago, sangue
periférico e apresentam baixa frequiéncia nos 6rgéos linféides como linfonodo, timo e medula

ossea (Andoniou, et al, 2006).

1.1- Células Natural killer uterinas (uNK)

A similitude entre as células NK uterinas (uUNK) e as células NK circulante (cNK) de
camundongos tem sido verificada através de imunofenotipagem, que comprovam as
expressoes de: asialo-GM1, Ly-49G, (LGL-1), NK1.1, Thy-1, FcR, 4H12 e CD45 (Mukhtar, et
al, 1989; Redline & Lu, 1989, Linnemeyer & Hamilton, 1990; Parr, et al, 1990). Porém, as
uNK de humanos, s&o distintas das cNK pela expressdo do CD56"" CD16%™ e apresentam
auséncia de L-selectina e marcadores CD69 (Koopman, et al, 2003; Wu, et al, 2006)
enquanto as cNK sdo CD56™ (Croy, et al, 1993). Pela avaliagdo do perfil da expressao
génica, verifica-se diferencas na expressao de alguns genes (Koopman, et al, 2003).

Em humanos, sdo encontradas as células uNK na segunda metade do ciclo
ovariano e estas ocorrem em um numero bastante elevado (Koopman, et al, 2003; Van der
Meer, et al, 2004). Em camundongos, as células uNK aparecem por volta do 5° dia de
gestacao (dg) coincidindo com o periodo de implantagdo do blastocisto e aumentam
gradualmente em numero até atingirem o pico de cerca de 70% dos linfocitos residentes, por
volta do 12° dg na decidua basal e, tornam-se escassas préximo ao periodo do parto
(Stewart & Peel, 1980; Croy, et al, 1997; Paffaro-Jr, et al, 2003, Wu, et al, 2006). Segundo
Chantakru e colaboradores (2002), o acumulo de células uNK deve-se ao recrutamento de
células precursoras (pré-uNK) provenientes de érgaos linféides como bago e linfonodos, que
devem migrar ao utero provavelmente em diferentes estagios de diferenciagdo. As células
uNK sao encontradas no utero gestante de camundongos somente na regido mesometrial na
decidua basal, também denominada de regido do agregado linféide do mesométrio
associado a prenhez (MLAp) (Croy & Xie, 2006).

A caracteristica principal de uma célula uNK madura de camundongos é apresentar
um citoplasma amplo, ntcleo com nucléolo evidente e varios granulos citoplasmaticos que
sdao PAS positivo amilase resistentes (Paffaro-Jr, et al, 2003). Ha quatro subtipos



morfologicos descritos por Paffaro-Jr e colaboradores (2003) baseados no padrdao de
reatividade a lectina-DBA na membrana e nos granulos citoplasmaticos, e estes subtipos
correspondem aos estagios de maturagéo desta populagdo celular, quais sejam: subtipo:
sao as menores (9 + 3um) e nao apresentam granulos com forte reatividade na membrana;
subtipo 2: exibem poucos granulos em seu citoplasma (13 + 2um); subtipo 3: sdo as células
mais diferenciadas, apresentando muitos granulos (26 + 7um) e; subtipo 4: o citoplasma
apresenta vaclolo, com muitos granulos e as que apresentam nucleo com cromatina
irregular corresponderiam as células que estao iniciando o processo de apoptose (30 + 2um).
Segundo este mesmo autor hd um gradiente de distribuicdo destes subtipos de uNK na
regido mesometrial do sitio de implantagao que varia de acordo com o periodo gestacional,
sendo que a maior incidéncia de uNK tipo 1 e 2 encontra-se no endométrio préximo ao
miomeétrio enquanto os subtipos 3 e 4 encontra-se no endométrio préximo ao embrido
(Paffaro-Jr, et al, 2003).

As células uNK produzem inumeras citocinas que atuam como moduladores da
resposta imune, com agdes peculiares na gestagao (Schafer-Somi, 2003; Wu, et al, 20086).
Exemplos de algumas citocinas produzidas pela uNK e que atuam na gestagdo sao: IL-1,
fator inibidor de leucemia (LIF), fator estimulador de colénia (CSF-1), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interferon-gama (IFN-y) (Croy, et al, 1997).

De acordo com Croy e colaboradores (2003), a profusdo de citocinas que as uNK
podem produzir permite atribuir diversas fungbes para estas células na gestagdo, como por
exemplo, atuando sobre as células do estroma decidualizado colaborando para o seu
crescimento, além de desencadear eventos que culminam na modificacdo das artérias
espiraladas durante o desenvolvimento normal da gestagdo. Experimentos realizados com
camundongos mutantes imunodeficientes, tais como SCID™ (Croy, et al, 2001) e RAG™
(Croy, et al, 2003), demonstram que as uNK n&o sao imprescindiveis para a gestagéo.
Porém, o IFN-y produzido por estas células constitui um importante mediador para o
desenvolvimento da placenta, manutengdo da decidua e a modulagdo da angiogénese na
interface materno-fetal (Ashkar & Croy, 1999; Croy, et al, 2001). As principais anomalias que
podem ser observadas em camundongos depletados de uNK sdo: auséncia de
desenvolvimento do agregado linféide mesometrial, hipocelularidade e edema de decidua
basal e persisténcia de células musculares lisas nas artérias espiraladas acompanhada de
dilatagao limitada da luz vascular assim como, do crescimento dos vasos (Guimond, et al,
1998; Ashkar & Croy, 1999).
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As células uNK poderiam atuar como célula efetora na resposta imune inata, além
do papel regulador da citotoxicidade, o que demandaria um controle extrinseco e/ou
intrinseco da liberagdo de proteinas soluveis, como perforinas e granzimas contidos nos
seus granulos e, proteinas de membrana como Fas-ligante que podem desencadear a lise
de células alvos (Stinchcombe & Giriffiths, 1999). Contudo, dentre as fungdes em potencial
que as células uNK apresentam, a liberagdo do conteldo dos seus granulos lisosomo-
secretores € ainda uma incognita e ndo parece ocorrer no ambiente uterino de gestacao
normal. Ndo se conhece também, qual mecanismo regulador poderia desencadear ou
modular a atividade citolitica das células uNK. Uma possibilidade envolve a presenga de
células dendriticas (DC) que se supde participar da imunoregulacao deste ambiente (Dielt,
2006).

1.2- Células dendriticas do ambiente uterino

O sucesso da gestagdo envolve a interacdo entre a imunidade inata e a tolerancia
na decidua materna que é o local de contato entre mae e feto (Kammerer, et al, 2003).
Semelhante ao que ocorre na pele e em outras mucosas, no ambiente uterino também sao
encontradas células dendriticas (DC), uma populacdo de células acessoérias do sistema
imune (Blois, et al, 2004). Usualmente, as células dendriticas atuam como elementos chaves
nas respostas imune inata e adquirida (Banchereau & Steinman, 1998; Askelund, et al,
2003), regulando, por exemplo, a ativagao de linfocitos T responsaveis pela resposta imune
adquirida (Liang, et al, 2003; Loza & Perussia, 2004). Estas células dendriticas apresentam
duas fungdes principais, a de atuar como célula apresentadora de antigenos e indugao de
tolerancia periférica (Liang, et al, 2003).

As células dendriticas sdo populagbes heterogéneas de células derivadas da
medula 6ssea. Ha duas linhagens de células dendriticas, a mieléide e a plasmocitdide que
se diferenciam quanto a producéo de citocinas (Banchereau, et al, 2003). Loza e Perussia
(2004) salientaram que a resposta produzida pela linhagem mieléide € do tipo Th1, enquanto
que a resposta produzida pela linhagem plasmocitéide € do tipo Th2. Dielt (2006) descreveu
que células dendriticas precursoras (imaturas - iDC) apresentam capacidade altamente
endocitica e pobremente imunoestimulatéria e desenvolvem-se em células dendriticas
maduras (mDC) que apresentam a atividade de células apresentadoras de antigenos (APC)
(Liang, et al, 2008). As células DC maduras (mDC) expressam em sua superficie moléculas

co-estimulatérias como CD40, CD80, CD83 e CD86, e apresentam capacidade limitada de
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produgéo de IL-12, sendo esta responsavel por induzir atividade citolitica nas células T.
(Piccioli, et al, 2002; Kammerer, et al, 2003; Dielt, et al, 2006). Ha uma via dupla de interacéo
que ocorre entre as DC e as células NK visando & ativagéo das células NK e a maturacao de
células DC concomitantemente (Gerosa, et al, 2002; Ferlazzo, et al, 2004). Estudos
demonstram que a DC e NK sdo co-localizadas e participam de respostas imunes
complementares e para isso deve ocorrer o contato entre estas duas populagdes celulares.
Esta interagdo foi designada killer ativadas por células dendriticas (DAK) (Gerosa, et al,
2002; Borg, et al, 2004; Ferlazzo, et al, 2004; Andoniou, et al, 2005).

No utero gestante, concomitantemente a incidéncia de uNK, verifica-se que as
células dendriticas (CD11c) aparecem inicialmente neste ambiente por volta do 5,5° dg e
aumentam gradualmente a partir da implantagdo embrionaria atingindo um platé que
equivale a 10% das células totais uterinas de camundongos no 8° dg, sendo a localizagso
mais precisa proxima ao local de invaséo do trofoblasto (Blois, et al, 2004; Juretic, et al,
2004). E provavel que a populagido de células DC da linhagem plasmocitdide esteja
envolvida com o estado dominante Th2 na qual ocorre manutengdo da gestacao (Piccioli, et
al, 2002; Kammerer, et al, 2003; Dielt, et al, 2006).

O esquema da figura 1 ilustra as possiveis interagdes que ocorrem entre as células
dendriticas, as células uNK e as células trofoblasticas, além da participagdo das células

endoteliais presentes no ambiente uterino gestante.
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Figura 1. Esquema representando o dialogo que existe entre as células
imunomoduladoras presentes no ambiente uterino de roedores, adaptado de Dietil e
colaboradores (2006). As células uNK no endométrio (B) provenientes de o6rgdo
linfopoéticos periféricos que migram atraveés dos vasos sanguineos (A), proliferam e
diferenciam neste local exclusivamente durante a gestacdo. As uNK interagem e
reconhecem o trofoblasto (C) que expressam MHC-Il ndo classicos HLA-G e HLA-E em
humanos e Ly49 em camundongos. Este reconhecimento induz a supressdo da atividade
citolitica destas células uNK (C) que permanecem queiscentes no ambiente uterino na
gestagdo normal (D), produzindo citocinas predominantemente do tipo Th2. As células
dendriticas (DC) presentes no Utero gestante sdo mantidas imaturas (iDC) e participam da
imunomodulagdo uterina interagindo com o trofoblasto (E). Na gestagdo normal o
reconhecimento do trofoblasto pelas uNK e pelas DC modula a interagéo entre DC e uNK
inibindo tanto a resposta imune inata das uNK quanto a mobilizagao de linfocitos T. O
desequilibirio nestas interagdes podem desencadear respostas que resultam na interrupgéo
da gestagao com a ativagéo tanto da uNK quanto da DC atraves da interag@o direta efou

desbalango da produg&o de citocinas (F).

De acordo com Dielt e colaboradores (2006), as células imunomoduladoras interagem

de forma precisa para que a gestagéo seja mantida, principalmente através da produgao de

citocinas Th2. Este dialogo que ocorre entre células dendriticas e células uNK envolvem a

produgdo de inumeras citocinas que podem desencadear a maturagdo das células

dendriticas concomitantemente a ativagdo das células NK. A atividade citolitica da célula
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cNK é estimulada com IL-2, mas também pode ser induzida por outras citocinas como a IL-
12 e IFN-a. As células dendriticas da linhagem plasmocitdide sdo responsaveis pela
producdo de interferon-alfa (IFN-a), pertencente a familia de IFN tipo | (Askelund, et al,
2003).

O IFN-a é uma citocina com fungdes pleiotropicas celulares, incluindo atividades
antiviral modulando a resposta imune nas infec¢des virais ativando resposta citolitica em
células NK, antiproliferativa, imunomoduladora e antiangiogénica (Rothfuchs, et al, 2001;
Abbas, 2002; Lehtonen, et al, 2003; Liang, et al, 2003; Hansson, et al, 2004).

Muitas citocinas, dentre elas o IFN-a, ativam através de receptores de superficie
fatores de transcricdo que s@o membros da familia dos transdutores de sinais e ativadores
de transcrigdo (STATSs - Sinal de traducéo e ativadores de transcricdo). Esta enzima STAT &
ativada através da fosforilagdo de receptores de tirosina modificando sua conformagao
molecular para se ligar ao DNA (Reich & Liu, 2006). Depois de ativado pela fosforilagao, a
enzima STAT ativada interage com outras STATs através da interacao com pontes de sulfeto
e forma dimero com tirosina fosforilada STAT2 e um fator ndao STAT (fator regulador de
interferon — 9/ IRF9) e entdo migra para o nucleo através do trafego de importinas (Reich &
Liu, 2006). As enzimas STAT1 e STAT2 sao importantes mediadores da familia dos IFNs e
apresentam fung@o na imunidade, diferenciagao e proliferacdo celular. A proteina JAK é uma
proteina pertencente a familia Janus kinase e induz fosforilagdo de tirosina quinases.
Quando esta via esta ativa é denominada de JAK-STAT (Reich & Liu, 2006). O IFN-« ativa a
via de sinalizagdo JAK/STAT que induz a formagdo da enzima éxido nitrico sintase (NOS).
Uma outra via existente envolve a proteina NF-xp (Fator de nucleagdo xf), que induz
fosforilagdo do complexo IkB que também culmina na produgdo da iINOS (6xido nitrico
sintase induzida) (Ishimaru, et al, 2006).

Desta forma, uma das possiveis vias da ativagdo das células uNK no ambiente
uterino poderia ser através do IFN-a, uma vez que, as duas vias propostas de sinalizagao,
tanto JAK/STAT como NFxp, ativam a expressao de alguns genes das células efetoras, entre

outros, da enzima 6éxido nitrico sintase envolvidas na produc¢do do NO.
1.3- Oxido nitrico sintase (NOS) na gestagdo

O éxido nitrico (NO) é um radical livre, sintetizado a partir da agéo da enzima o6xido

nitrico sintase (NOS), sendo uma molécula de sinalizagao intracelular, atuando como
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mensageiro intracelular (Tranguch, et al; 2003). O NO é envolvido na regulacio de diversos
mecanismos fisiologicos e patofisiolégicos no sistema cardiovascular, nervoso e imunolégico.
No sistema reprodutor atua em processos como: foliculogénese e remodelagao tecidual
(Tranguch, et al, 2003). O NO quando em concentragdes minimas apresenta efeito benéfico
para as ceélulas contribuindo para executar a maioria das fungbes, porém, quando em
excesso apresenta efeito deletério para a célula, pois lesa biomoléculas causando dano
celular e tecidual. Concentragdes muito baixas do limite fisiolégico também comprometem o
sistema de defesa do organismo contra microorganismos invasores e alguns processos
proliferativos importantes. A atividade do NO n3o é restrita apenas a seu sitio de formacao,
pois por ser um gas é facilmente difundido.

O NO e produzido através da oxidagdo do substrato de L-arginina e do oxigénio
molecular utlizando para isto catalises de enzimas como NADPH diaforase como doador de
elétrons e usando grupo heme, flavina adenina dinucleotideo (FAD), tetrahidropterina (H4B)
como cofator (Al-Hijji, et al, 2003). Esta reagdo consiste de duas conversdes: da L-arginina
para NO e L-citrulina via N-hidroxil L-arg como intermediario com monooxigenase | e II.
Estas duas reagOes sdo catalizadas por enzimas NOS e destas sdo encontradas trés
isoformas (Aktan, 2004). O NO nao atua somente como vasodilatador, mas também como
inibidor de outras proteinas como endotelina-1 e a sua produgdo é supra-regulada por
inibidores endogenos de NOS, tais como, L-NAME (L-nitroarginina) e L-NMMA (N-monometil
L-arginina) (Momohara, et al, 2004).

Sao encontrados trés isoformas da enzima NOS que formam o NO a partir da L-
arginina. Em comum, a por¢do C-terminal de todas as isoformas demonstra homologia para
enzima NADPH e citocromo P450 redutase (Momohara, et al, 2004). As trés enzimas
catalizam a mesma reagdo enzimatica, ou seja, a conversdo do aminoacido L-arginina e
oxigénio molecular em L-citrulina e NO, porém diferem quanto a regulagdo, a amplitude e a
duracao da producao de NO, além da sua distribuigdo no tecido (Bogdan, 2001).

A isoforma oxido nitrico sintase induzida (INOS) & uma isoforma sollivel, ndo é
encontrada constitutivamente em qualquer tipo celular, necessitando de estimulo para ser
expressada. A iINOS foi a primeira isoforma a ser identificada, clonada e sequenciada a partir
de macréfagos de camundongos consistindo de uma proteina com bi-dominio, onde o
dominio C-terminal age como redutase e contém o sitio de ligagdo para NADPH, FAD e FMN
e o dominio N-terminal age como oxigenase que contém sitio de ligagdo do grupo heme, H4B
e L-arg (Aktan, 2004). Esta isoforma esta ativa apenas na forma dimérica e sua ativagao é

condicionada a presenga do estimulo, tais como, produtos bacterianos como
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lipopolissacarideos (LPS) que é um sinalizador de problemas inflamatérios e citocinas
imunoestimulatérias, mas independente da concentracido do complexo calcio/calmodulina
(Bogdan, 2001).

As principais fungdes da iINOS no utero gestante sdo manter a resisténcia vascular
baixa e atenuar a agéo de vasoconstritores, além disso, pode prevenir a adesao e agregacao
plaquetéria e de neutrofilos na superficie dos trofoblastos e agregacao no espaco interviloso
através do fluxo adequado para a placenta (Myatt, et al, 1996). Antes do periodo de
implantagdo a marcagdo para iINOS é mais evidente nos leucécitos tipicamente macréfagos,
mastocitos e uUNK e também nas células musculares miometriais. Com o avangar da
implantagdo a intensidade de marcagdo pela imunocitoquimica tende a ser mais
proeminente. Quando quantificada, verifica-se que a banda da iINOS (130 KDa) apresenta
valores elevados no 6°, 7° e 8° dg, com pico no 8° dg, sugerindo que ha uma maior
expressao da iINOS com a progressao da implantagéo. Durante o periodo peri-implantacional
a atividade da iINOS passa a ser regulada por receptores celulares (toll-like-CD14) no qual o
LPS pode atuar como ligante e iniciar resposta via ativagdo da sinalizagdo NFxf. Como o
LPS pode induzir resposta em macréfagos, células dendriticas e células deciduais, este
torna-se um importante modelo experimental para o estudo das vias de produgdo do NO
(Fantel, et al, 1998).

No sistema imune esta isoforma é produzida por varias populacdes celulares,
dentre elas, as células dendriticas, células NK, mastécitos, macréfagos, eosindfilos, células
de Kupffer e neutréfilos. Quando avaliada no tecido placentario observa-se que se
encontram distribuidas por todo o tecido, tanto embrionario quanto materno (Kakui, et al,
2003; Aktan, 2004). Além disso, é localizada nas uNK (Hunt, et al, 1997; Burnett & Hunt,
2000: Cifone, et al, 2001; Ogando, et al, 2003), nos macréfagos (Hunt, et al, 1997; Rothfichs,
et al, 2001), no epitélio uterino e nas células estromais (Yoshiki, et al, 2000), aléem do
trofoblasto na gestagdo (Purcell, et al, 1999; Burnett & Hunt, 2000; Kakui, et al, 2003). A
citotoxicidade mediada pelas células uNK tem sido correlacionada também com a atividade
da iINOS, sendo esta determinada pelo acumulo de nitrito (Cifone, et al, 2001). Além disso, a
expressdo de perforina nas células uNK, encontram-se reduzidas em camundongos
deficientes para iINOS (Burnett & Hunt, 2000).

A enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) é uma isoforma constitutiva que
apresenta peso molecular de 140 kDa, sendo ativada pela presenca do complexo
célcio/calmodulina e este sitio liga-se ao guanilato ciclase solivel fomando GMPc com

marcaco localizada na membrana celular (Kakui, et al, 2003) Esta localizag&o € necessaria
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para suas interagbes com outras proteinas regulatérias (chaperones, quinases) para um
balancgo fino dos ciclos de ativacao e inativacdo da eNOS (Sessa, 2005).

A isoforma eNOS foi sequenciada a partir de células endoteliais bovinas (Bredt, et al,
1991; Lowenstein, et al, 1992; Marsden, et al, 1992; Sessa, et al, 1992; Wang & Marsden,
1995) e sabe-se que sob condigbes basais atua como vasodilatador do sistema
cardiovascular (Park, et al, 2000). A isoforma eNOS é localizada no sinciciotrofoblasto,
endotélio de artérias e veias do corddo umbilical e placa coridnica. A reagdo para eNOS
ocorre no estroma uterino e na zona decidual e ao redor de pequenos vasos (Purcell, et al,
1999; Schonfelder, et al, 2004). Evidéncias de estudos, in vivo, tém sugerido que a proteina
caveolina 1 € um potente inibidor (atua como regulador negativo) da eNOS (Sessa, et al,
2005). O NO liberado no limen vascular € um potente inibidor de adesdo e agregagao
plaquetaria na parede vascular e também inibe a adesao de leucécitos ao endotélio vascular,
inibe a sintese de DNA, a mitogénese e a proliferagao de células da musculatura lisa
vascular e, também €& um dos responsaveis pela regulagdo da pressdo sanguinea e
contractilidade do musculo cardiaco (Al-Hijji, et al, 2003). O NO também regula a morte de
células por apoptose e mantém ativa a barreira de células endoteliais (Rosselli, et al, 1998;
Landmesser, et al, 2005).

Ogando e colaboradores (2003) demonstraram em camunodongos que ocorre
aumento da expressdo da eNOS durante a fase do estro e proestro e que este aumento e
decorrente da interagdo com os hormonios esteréides como estrégeno e progesterona, além
disso, essa progesterona pode interagir de maneira significativa com a isoforma iINOS
(Ogando, et al, 2003).

Antes do periodo de implantagdo ndo é encontrada a isoforma eNOS no utero,
porém, logo ap6s a implantagdo embrionaria a localizagdo desta isoforma eNOS fica
evidente nas células trofoblasticas gigantes (Purcell, et al, 1999; Dotsch, et al, 2001) e, no
periodo final da gestagdo a eNOS esta presente apenas na forma inativa (Sladek, et al,
1998).

Quando sdo avaliados camunodongos gestantes normais observa-se que nao
ocorrem variagdes significativas durante a gestacao na expressdo da eNOS (Purcell, et al,
1999). No entanto, estudos demostram que ha um aumento da expressao da isoforma eNOS
no miométrio e na placenta em mulheres com preeclampsia em relacdo a mulheres com
gestagdo normal. Este fato pode representar um mecanismo compensatério do fluxo

sanguineo uteroplacentario prejudicado para produzir continuamente NO promovendo o
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aumento do tdnus miogénico, aumento da sensibilidade ao estimulo vasocostritor ou
compensar a auséncia do fluxo mediado por NO (Purcell, et al, 1999).

Purcell e colaboradores (1999), sugerem que a eNOS sofra uma regulagdo positiva
para compensar a redugdao do numero de vasos sanguineos e a redugdao no diametro
desses, alterados pela preeclampsia, com o objetivo de manter o fluxo sanguineo normal.
Por outro lado Orange e colaboradores, (2003) afirmam que a hipéxia da placenta associada
a preeclampsia ndo induz um aumento na regulacdo da eNOS para compensar o fluxo
sanguineo (Orange, et al, 2003).

A enzima nNOS é um tipo constitutivo associado ao complexo calcio/calmodulina,
que foi sequenciado a partir de cerebelo humano e de rato (Bredt, et al, 1991; Lowenstein, et
al, 1992; Marsden, et al, 1992; Sessa, et al, 1992; Wang e Marsden, 1995). Esta presente
em neurdnios, células epiteliais, células musculares, célula B-pancreatica e outras. O NO
produzido por esta isoforma €& conhecido por atuar como neurotransmissor e
neuromodulador no SNC e SNP (Drazen, et al, 1999; Park, et al, 2000). Atua na regulagao
da pressdo sanguinea, no relaxamento do musculo liso e na vasodilatagéo via nervos
periféricos. Uma outra fungdo que a isoforma nNOS esta envolvida é na regulagdo do fluxo
sanguineo cerebral local e na formag&o da memoria (Togashi, et al, 1997; Park, et al, 2000;
Pereira, 2000; Wang, et al, 2001; Cerqueira e Yoshida, 2002).

A nNOS apresenta-se regulada no utero gestante e mantém a quiescéncia
miometrial, porém, quando préximo do parto ocorre a contragdo miometrial provocada pelo
NO (Momohara, et al, 2004). A isoforma nNOS € encontrada no utero nao gestante (Purcell,
et al, 1999; Ogando, et al, 2003) produzida pelas células estromais e a sua expressao
verificada por Western blot ndo parece flutuar significativamente durante o periodo de
implantagao (Purcell, et al, 1999). Quando quantificada a expressao da nNOS detectam-se
as expressoes de bandas com 155 a 160 kDa a de forma constante durante toda a gestagao
(Tsumamoto, et al, 2002).

Por conseguinte, no Gtero gestante s&o encontradas as trés isoformas da NOS e o
NO produzido no ambiente uterino contribui para a manutengéo da gestagao. No entanto,
este mesmo NO pode estar envolvido na agdo citolitica da resposta imune inata mediada
pelas células NK (Cifone, et al, 2001; Burnett, et al, 2002). O envolvimento das células uNK
neste processo pode ser crucial, considerando que o IFN-y produzido predominantemente
por estas células no Gtero durante a gestagdo (Croy, et al, 1997, Ashkar & Croy, 1999) & um
sinalizador para ativacdo das trés isoformas de NOS (Hilkens, et al, 2003). De fato, em

elevadas concentragdes no tecido, o NO pode produzir efeito téxico, pois € um radical livre, e
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este efeito € mediado pela agdo do peroxinitrito (ONOO") que é produzido através da reagao
entre o anion superoxido (O2) e NO (Ogando, et al, 2003).

Uma caracteristica que pode ocorrer devido a disfungdo da vascularizagao
adequada é a preeclampsia, sendo esta um tipo de desordem multisistémica da gestagao
que acomete cerca de 5 a 20% da populagdo. Este quadro decorre de uma disfungao
endotelial e invas3o trofoblastica inadequada das artérias espiraladas uterinas, diminuindo a
perfusdo placentaria com o envolvimento do NO na regulagao destes vasos arteriais (Loza &
Perussia, et al, 2004). Por outro lado, apesar do potencial citotéxico do NO ndo ha
comprovagbes experimentais de que as trés isoformas da NOS presentes no ambiente
uterino passivel de produzirem este radical livre, estejam relacionadas com casos de perdas

gestacionais.
1.4- Modelo experimental de gestagao anormal

A presenga em grande quantidade das células uNK durante o periodo gestacional
levanta davidas em relacéo as fungdo dessas células no ambiente uterino. Considerando-se
que apesar de possuirem enzimas citoliticas nos seus granulos citoplasmaticos e seja
cogitada a sua atuagdo em alguns casos de aborto recorrente de etiologia desconhecida,
ndo ha evidéncias experimentais que comprovem a ativagao citolitica das células uNK na
gestacao.

A lesdo mecanica de embrides no Utero de camundongos gestantes foi padronizada
por Roman (2001) que constatou a ocorréncia de hemorragias de intensidade variada
observada 1, 6, 12 e 24 horas apds a lesdo na regido mesometrial dos sitios cujos embrides
foram lesionados. Interessante ressaltar que a hemorragia na regiao mesometrial acometia
também os sitios vicinais ndo manipulados, ou mesmo os sitios localizados no corno uterino
nao manipulado. Nestes animais foram constatados alteragdes nas células uNK sendo
sugestiva a perda do conteido dos granulos lisosomo-secretores destas células.
Recentemente, Copi (2006), avaliando a ultraestrutura e através da imunocitoquimica,
comprovou a perda do conteudo destes granulos tanto no seu compartimento secretor com
perda de perforina e proteoglicanos, quanto no compartimento lisosomal pela redugéo da
enzima catepsina D em periodos inferiores ha 1 hora pos-lesdo mecénica do embrido. Tais
resultados demonstraram que as células uNK respondem 2 alteragao da homeostasia do

ambiente uterino provocado pela lesdo mecénica do embrigo.
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Dentre estas evidéncias encontradas, chamou atengdo a ocorréncia de hiperemia
seguida de hemorragia na regido mesometrial, sugerindo um comprometimento da
permeabilidade vascular ou mesmo o comprometimento da integridade dos vasos
sanguineos desta regido. O efeito localizado da alterag@o na permeabilidade vascular onde
ocorre grande acimulo das células uNK sugere a participacdo destas células numa agao
citotéxica, cujo mecanismo n&o foi ainda determinado. Dentre os possiveis mecanismos
envolvidos na permeabilidade vascular decorrente da lesdo embrionaria ha possibilidade de
ocorrer a producio de NO pelas células uNK pela ativagao das enzimas NOS.

Um mecanismo semelhante com a ativagdo da iNOS é através da ligagao de
moléculas exoégenas, tais como LPS ao seu receptor LBP que interage com receptor Toll-
like-4 (TLR4) que ocorre em células dendriticas e macréfagos (CD14), que podem
apresentar internalizagdo destes receptores de LPS e TLR4 para induzir a cascata de
sinalizagdo de NFxp nas células renais ou até mesmo sem sofrer a internalizacao destes
receptores, apresentando apenas interacéo entre eles que induzira a cascata de sinalizagao
de NFkB, como o que ocorre no intestino (Choudhury, et al, 2006). Estas vias de sinalizagdo
levam a ativagao do complexo Ikp, responséveis pela fosforilagao do complexo NFxfp/Ixp que
é degradado e o complexo NF-NFxpB é entédo translocado ao nucleo e ativa a expressao
génica da iINOS (Aktan 2004).

De fato, durante a gestagdo a administragéo intra-peritoneal de LPS na mae resulta
em necrose placentaria acompanhada por outras alteragdes intra-itero como morte fetal ou
aborto com expulsdo do feto (Casado, et al, 1997). Ap6s tratamento com LPS ja ocorre
producdo elevada de NO ap6s 2h nas células leucocitarias, que sdo as primeiras a
responder a este estimulo, atingindo um pico em 6h e permanecendo elevada até 12h.
Quando observado em 24h pés-inoculagdo, ndo & possivel observar niveis detectaveis de
NO (Ogando, et al, 2003). Todos os animais tratados com LPS resultam em 100% de
reabsor¢do embrionaria (caracterizada por embrido totalmente necrozado), na decidua ha
infiltrado de leucécitos e granulécitos, enquanto os animais tratados com aminoguanidina
(AG) concomitantemente ndo ocorrem a reabsorgao embrionaria. Na mae o efeito é
sistémico causando diarréia, piloeregéo e postura rebaixada, porém nao é fatal (Ogando, et
al, 2003). A expressdo da iINOS no utero pode ocorrer em condigbes nao estimuladas,
porém, avaliar se o LPS pode aumentar a expressdo desta pode melhor esclarecer o
envolvimento do NO na perda gestacional.

Presume--se, portanto que a lesdo mecanica do embriao que resulta em hemorragia

localizada dos sitios de desenvolvimento embrionario pode ser resultante do

18



comprometimento vascular induzido por fatores liberados localmente, sendo as células uNK
as candidatas em potencial pela sua localizagdo coincidente no Utero. Estas células
apresentam arsenais intracelulares apropriados para desencadear o comprometimento
vascular, dentre os quais a de produzir NO, um radical livre com potencial vasoativo que
merece ser adequadamente investigado. Da mesma forma, o LPS, um lipopolissacaridio de
origem bacteriana que comprovadamente tem ag&o indutora na produgao da iNOS pode ser

utilizado para investigar as alteragdes destas enzimas com efeito abortivo em camundongos.
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVOS GERAIS

Investigar o efeito da lesdo mecéanica do embrido em comparagdo com a
administracdo de LPS (lipopolissacarideo) na expressdo das isoformas de 6xido nitrico
sintases (NNOS, iNOS e eNOS) e IFN-a nas células da interface materno-fetal do utero

de camundongos gestantes.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Estabelecimento dos protocolos para indugao da lesao mecanica do embrido e da
inoculacdo de LPS em camundongos no 8° e 10° dias de gestagao (dg).

2- Avaliagdo das alteragbes morfologicas das células uNK encontradas no utero
gestante provocadas pela lesao mecanica do embrido e pela inoculagdo do LPS.

3- Imunolocalizagdo das isoformas das NOS: nNOS, iINOS e eNOS nos uteros de
gestagdo normal utilizados como controle e alterados pés-lesdo mecénica do
embrido e outro grupo submetido ao tratamento pelo LPS.

4- Imunolocalizagdo do IFN-o como possivel mediador da interagdo entre células
dendriticas e células uNK para expressao das NOS.

5- Avaliagdo das variagdes nas expressdes das isoformas das NOS: nNOS, iNOS,
eNOS e de IFN-a através de SDS/PAGE e Western Blot nos homogeneizados de
teros de gestagdo normal e alterados apds lesdo mecanica do embrido e apos

tratamento pelo LPS .
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3- MATERIAIS E METODOS

Os grupos de animais utilizados no presente experimento, assim como, o0s

procedimentos gerais de processamentos e analises adotadas estdo sumarizados no

fluxograma da figura 2.

Camundongos prenhes

8°e 10°dg

|

l

Grupo controle
gestagao normal

l

l

Grupo experimental
com lesdo mecanica
dos embrioes
(1, 2 e 6 horas)

Grupo éxperimental
com inoculagao de
LPS (6 horas)

l

l

l

l

Fixagao por perfusao

Isolamento do MLAp

}

Processamento
histolégico

Citoquimica
Lectina DBA

anti-lsoformas NOS

Imunocitoquimica

e anti-IFN-a

)

Homogeneizado
tecidual

A

SDS-PAGE

}

Western blot anti-
Isoforma NOS

Figura 2: Fluxograma apresentando 0s grupos experimentais € 0s
procedimentos de processamentos € analises adotados
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3.1- Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Mus musculus (Swiss) com 8° e
10° dias de gestagdo (dg) procedentes do Centro de Bioterismo (CEMIB), UNICAMP. Os
animais foram mantidos em gaiolas com temperatura e iluminagcdo controladas, com acesso
a agua e alimentagao ad libitum. Fémeas virgens foram acasaladas com machos da mesma
linhagem e o dia em cuja manha foi constatado o tampéo vaginal foi considerado o 1° dg.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e aprovado pelo Comité de Etica e
Experimentagdo Animal (CEEA) do Insituto de Biologia, UNICAMP (proc. n°. 1144-2)
(Anexo).

3.2- Indugao da lesdo mecanica dos embrides

As fémeas gestantes no 8° e 10° dg foram anestesiadas com injegao via
intraperitoneal de cloridrato de xilazina 2% (Anasedan - Sespo) na concentragédo de 5-16
mg/Kg de peso do animal e cloridrato de ketamina 1% (Dopalen - Sespo) na concentracao
de 100-200 mg/Kg de peso do animal diluidos em solug&o fisiolégica estéril na proporgao de
1-1:3 e em seguida, laparotomizadas. Apés a constatagdo da presenca de sitios de
desenvolvimento embrionario ao longo dos cornos uterinos, foram realizadas intervengoes
cirirgicas para promover lesdes mecanicas nos embrides. Foi introduzido uma agulha
hipodérmica (15X5) através da parede uterina do lado anti-mesometrial, tomando-se o
cuidado de ndo atingir a regido mesometrial onde se localiza a glandula metrial. Foram
realizadas lesbes mecanicas em sitios intercalados, sendo no minimo 2 sitios de um dos
cornos uterinos enquanto o corno oposto foi mantido intacto. Apos este procedimento, as
incisdes cutaneas e da fascia muscular foram suturadas com fio cirurgico em procedimento
duplo. Como controle, um grupo de animais foi manipulado de forma semelhante, exceto

quanto a lesdo mecanica do embrido.
3.3- Inoculagio de Lipopolissacaridio (LPS)
Camundongos no 8° e 10° dg foram injetados intraperitonealmente com uma

concentragdo de 0,5 pg/g de lipopolissacaridio (LPS-Escherichia coli 05:B55 - Sigma
Chemical Co, USA) por peso corporal diluido em PBS 50 mM pH 7,4 estéril de acordo com o
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protocolo utilizado por Ogando, e colaboradores (2003). Como controle, grupos de 3 animais
nos 8° e 10° dg foram foram inoculados com igual volume de tamp&o fosfato salina esteril

(PBS) 50 mM, pH 7,4 e sacrificados apés 6 horas de inoculagao.
3.4- Coleta do material
3.4.1- Processamento histolégico

Foram coletadas amostras dos sitios de implantagdo embrionaria dos animais
controles de gestagdo normal no 8° e 10°dg e, de cada um dos grupos experimentais
submetidos a lesdo mecanica dos embrides nos periodos de 1, 2 e 6 horas, assim como, dos
animais controles e tratados com LPS nos periodos de 6 horas. Foram anestesiados com a
solugdo de cloridrato de xilazina 2% na concentragao de 5-16 mg/Kg de peso do animal e
cloridrato de ketamina 1% (Dopalen - Sespo) na concentragdo de 100-200 mg/Kg de peso do
animal diluidos em solugdo fisiolégica estéril na proporgéo 1:1:3. Apds exposigao da
cavidade toraxica, os animais foram perfundidos com 30-50 mL da solugao fixadora
constituida de paraformaldeido 4% em tamp&o fosfato salina (PBS) 50 mM pH 7.4 e
sacarose 0,1 M via ventriculo esquerdo, num periodo de 15 minutos. Apos avaliagao
macroscopica, os cornos uterinos foram entdo removidos e os sitios de desenvolvimento
embrionarios foram cuidadosamente dissecados, preservando-se a regido mediana de cada
sitio e processados de acordo com a técnica rotineira de embebi¢do em parafina. Foram
utilizados pelo menos trés sitios de trés animais de cada um dos grupos experimentais e dos
controles correspondentes. Além dos sitios de desenvolvimento embrionario foram coletadas

amostras de bago, cérebro e rim dos animais que foram submetidos ao tratamento com LPS.
3.4.2- Obtenc¢ao do homogeneizado tecidual

Pelo menos trés sitios de trés animais dos grupos experimentais de lesao
embrionaria mecanica nos periodos de 1, 2 e 6 horas, dos grupos tratados com LPS no
periodo de 6 horas e seus respectivos controles foram anestesiados com inje¢des
intraperitoneais de xilazina 2% (ANASEDAN — Sespo) na concentragéo de 5 -16 mg/kg,
cloridrato de ketamina 1% (DOPALEN — Sespo) na concentracéo de 100-200 mg/kg diluido
em solug3o fisiologica estéril 0,15 M na proporgéo 1:1:3 e perfundidos com salina 0,15 M via

ventriculo esquerdo. Os cornos uterinos foram removidos e as areas do agregado linféide da
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regido mesometrial (MLAp) dos sitios embrionarios foram dissecados. Os fragmentos
dissecados foram homogenizados mecanicamente (Glass-Col, USA) em tubo de vidro com
pistilo de teflon em banho de gelo, na proporgédo de 30 g de tecido/100 mL da solugéo de
extracdo constituida de trizma base 10 mM pH 7,4, EDTA 10 mM; Pirofosfato de sédio 10
mM, Fluoreto de sédio 100 mM; Ortovonadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM, Aprotinina 0,1
mg/ml; igepal 1%. A seguir, as amostras foram centrifugadas (3000g) por 10 minutos a 4° C.
Foi realizada a dosagem das proteinas totais dos sobrenadantes dos homogeneizados pelo
método de Bradford (1976) e apés aliquotados foram congelados a -75° C, até o momento do

uso.
3.5- Citoquimica de lectina DBA (Dolichos biflorus)

Cortes histolégicos de 5um de espessura de Uteros com sitios de desenvolvimento
embrionarios normais, lesionados mecanicamente e submetidos ao tratamento com LPS,
foram submetidos a técnica citoquimica com a lectina Dolichos biflorus bioitinas (DBA, Sigma
Chemical - Co, St. Louis, USA) de acordo com os procedimentos descritos por Paffaro-Jr e
colaboradores (2003). Os cortes histologicos desparafinizados e hidratados foram tratados
com peréxido de hidrogénio 0,3%, seguido de bloqueio com albumina bovina sérica (BSA
tipo V, Sigma, St Louis, USA) a 1% em PBS 50 mM e incubados com a lectina DBA biotinada
diluida 1:300 em PBS 100 mM, pH 6,8 durante 12 horas a 4° C. Apds a lavagem em PBS
50mM, foram incubados com complexo Avidina-Biotina conjugado com peroxidase
(Vectastain Elite, Vector, USA) e em seguida reveladas com diaminobenzidina (DAB -
Sigma, St. Louis, USA) 0,5 mg/mL em tampa&o tris-HCl salina (TBS) 50 mM pH 7,4 e peroxido
de hidrogénio 0,03%. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris e apds
montagem permanente em balsamo sintético (Entellan, Merck, Br) foram observados e
documentados no microscépio Eclipse 800 (Nikon, Japao), acoplado com sistema de captura

de imagem (CoolSnap, USA) e tratamento de imagem digital (ImageProPlus, USA).
3.6- Imunocitoquimica
Os cortes histolégicos de Uuteros com sitios de desenvolvimento embrionarios
normais, lesionados mecanicamente e submetidos ao tratamento com LPS foram
desparafinizados, hidratados e equilibrados em PBS 50 mM. Os cortes foram submetidos ao

tratamento de recuperacéo antigénica sob irradiagdo de microondas (Panassonic do Brasil,
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LTDA modelo NN 7809-BH) de 3 ciclos de 3 minutos cada em poténcia de 800MHz em
tampao citrato 100 mM pH 6,0 somente para os anticorpos anti-eNOS e anti-nNOS. Em
seguida, foram submetidos ao tratamento com peroxido de hidrogénio 0,3% em PBS durante
30 minutos e blogqueio com solugdo de BSA 1% (BSA tipo V, Sigma, USA) em PBS 50 mM
pH 7,4 durante 1 hora. Os cortes foram incubados com os anticorpos primarios monoclonal
de camundongo anti-INOS (N9657, Sigma Chemical Co, St. Louis, USA), diluigdo 1:200; -
policlonal de coelho anti-nNOS (Santa Cruz Biotechnology), diluicdo 1:100; - policlonal de
coelho anti-eNOS (BioVision, Cedarlane) diluicdo 1:100 e; policlonal de coelho anti-IFN-a
(PBL Biomedical), diluigao 1:50 em PBS/BSA durante 12 horas a 4° C. Apds lavagem em
PBS 50 mM pH 7,4, os cortes foram incubados com os anticorpos secundarios conjugados
com peroxidase. Para eNOS, nNOS e IFN-a foi utilizado o anticorpo policlonal de cabra anti-
coelho (Chemicon, USA) e anti-camundongo de coelho (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA)
para iNOS diluidos em PBS-BSA. Apés incubagéo durante 1 hora a temperatura ambiente a
peroxidase foi revelada com diaminobenzidina (DAB - Sigma St Louis, USA) 0,5% em TBS
50 mM pH 7,2 e peroxido de hidrogénio 0,03%. Os cortes foram contra-corados com
hematoxilina de Harris e apés montagem permante em balsamo sintético (Entellan, Merck,
Br) foram observados no microscépio Eclipse 800 (Nikon, Jap&o) e documentados com
sistema de captura de imagem (CoolSnap, USA) e programa de analise de imagem digital
(ImageProPlus, USA)).

3.7- SDS-PAGE e WESTERN BLOT
3.7.1- SDS-PAGE

Foi realizada eletroforese das amostras do homogeneizado tecidual obtido conforme
descrito no item 3.4.2. As amostras de homogeneizados foram misturadas na proporgao 1:1
com tampao de amostra para eletroforese e levadas ao banho-maria fervente por 3 minutos.
Aliquotas de 30 ug de proteinas de cada uma das amostras foram aplicadas em géis de
poliacrilamida—SDS de 7.5 e 15% preparados segundo Laemmli (1970) em mini-placa
vertical (8,5 x 7,3 cm) do sistema Mini Protean Il (Bio Rad). A corrida eletroforética foi
realizada utilizando o padrdo de peso molecular com proteinas pré-coradas (Prestained
SDS-PAGE Standards High Range, Bio Rad) e empregando uma fonte de corrente continua
(Power pac 300- Bio Rad), ajustada com amperagem constante em 25mA por 25 minutos e
35mA por 1 hora e 30 minutos.
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3.7.2- “WESTERN BLOT”

A transferéncia para membrana de PVDF (Immobilon-P-Transfer Membranne,
Millipore Corporation, USA) e nitrocelulose dos géis de SDS-PAGE foi realizada em cuba de
transferéncia (Bio Rad) com a corrente ajustada para 220mA/cm? durante 2 horas em
tampao Tris/Glicina/Metanol. Os géis foram corados com Comassie Brillant Blue R 250
(Sigma Chemical Co, St. Louis, USA) a 0,25% para conferir padrao de separagao
eletroforética.

Apos a transferéncia, as membranas foram lavadas com solugao composta de TBS
50 mM acrescido de 5mL de Tween 20, seguido do tratamento com esta mesma solucao
(TBS-T) acrescida de 5% de leite desnatado (Molico - Nestle) durante 12 horas a 4° C, sob
agitagdo constante em agitador orbital (Shaker - Termoline). Em seguida, foram incubados
com os anticorpos primarios anti-IFN-o. policlonal (PBL Biomedical), ou anti-eNOS policlonal
(Santa Cruz Biotechnology), ou anti-nNOS policlonal (Tranduction Lab., EUA), ou anti-iNOS
monoclonal (Sigma Chemcal CO, St Louis, Corporation, USA) durante 12 horas (overnight) a
4° C, nas dliuicbes de 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:1000, respectivamente emTBS-T. As
membranas foram lavadas e em seguida incubadas com os anticorpos secundério conjugado
com peroxidase de afinidade especifica correspondente ao anticorpo primario. Para eNOS,
nNOS e IFN-« foi utilizado o anticorpo anti-coelho de cabra conjugado e, anti-camundongo
de coelho para iNOS, diluidos a 1:1000 por 1 hora sob agitagao constante. A peroxidase foi
revelada com diaminobenzidona (DAB — Sigma Chemical Co, St. Louis/USA) a 0,5% diluida
em Tris HCL 50mM pH 7,4 e 0,03% de peroxido de hidrogénio.ou, alternativamente pelo
método de quimioluminescéncia utilizando-se o Kit Luminol (SuperSignal WestPico —
Chemiluminescent Substrate — Pierce). O controle negativo foi realizado omitindo-se a
incubagdo com o anticorpo primario.

As membranas foram escaneadas e os valores densitométricos da luminiscéncia
foram determinadas em densidade de pixel usando o programa Um-SCAN-IT versao 5.1
(Silk Scientific Corp., Orem, UT), onde os resultados foram avaliados usando andlise de
variancia (ANOVA), com valor de significanica de P<0,05.
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4- RESULTADOS

4.1-Analise macroscopica

Analisando macroscopicamente os cornos uterinos no 8° e 10° dg, submetidos a lesao
mecanica dos embrides, identificaram-se areas hiperémicas na regido mesometrial a partir
de 1 hora pés-lesdo que se acentuavam evoluindo para hemorragias localizadas nestas
regiées no periodo de 2 e 6 horas. Os sitios do corno contra-lateral (ndo manipulados),
assim como, os sitios embrionarios vicinais daqueles manipulados para provocar a lesdo
mecanica, também apresentaram areas hiperémicas desde o periodo de 1 hora evoluindo
em alguns casos para um quadro hemorragico no periodo de 6 horas. Também foram
observadas areas com sinais de extravasamento sanguineo nos locais de constri¢ao lateral
dos sitios, sendo este correspondente aos segmentos de inter-implantagao do utero. Nao
foram observadas hemorragias nos locais correspondentes ao da introdug&o da agulha na
regido anti-mesometrial de qualquer animal deste grupo experimental.

Os animais tratados com LPS no periodo de 6 horas pés-inoculagao, apresentaram
piloeregao, tremores, espasmos e postura rebaixada. Foram observadas areas hiperémicas
na regido mesometrial de parte dos sitios embrionarios, porém nZo foram encontradas

hemorragias.

4.2- Analise microscopica através da citoquimica de Lectina DBA

4.2.1- Sitios de implantagao embrionaria na gestagao normal

Os sitios de desenvolvimento embrionario no utero de camundongo tanto do 8°
quanto do 10° dg observados em corte transversal eram divididos em duas metades, a anti-
mesometrial e a mesometrial. A regido anti-mesometrial era facilmente identificada pela
presenga do embrido envolvido pelo endométrio decidualizado. Na regido mesometrial
verificou-se a presenga de grande quantidade de células uNK lectina DBA positivas em meio
a0 estroma endometrial decidualizado nas areas proximas ao embriao e em meio ao estroma
nao decidualizado nas areas proximas ao miométrio (Fig. 3). Esta organizagdo histologica e
distribuicdo das células uNK lectina DBA positivas eram comuns tanto nos animais controles
de gestagdo normal quanto nos animais dos diferentes grupos experimentais submetidos a

les30 mecanica do embrido e ao tratamento pelo LPS.
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As populagdes de células uNK lectina DBA positivas presentes no utero de
camundongos gestantes no 8° dg encontravam-se localizadas apenas na regiao mesometrial
ocupando tanto o estroma endometrial quanto infiltrado no miometrio e apresentaram
padroes morfolégicos semelhantes aqueles descritos por Paffaro e colaboradores (2003). Os
subtipos 3 e 4 distribuiam-se predominantemente no endométrio decidualizado da regiao
mesometrial préximo ao embrido. Ja proximo ao miométrio, inclusive em meio a esta camada
foi possivel observar células uNK do subtipo 1 e 2. O embrido localizado na regiao
antimesometrial estava delimitado pelas células trofoblasticas gigantes em intimo contato
com as células deciduais, e o cone ectoplacentario, localizado na regido embrionaria voltada
para a regido mesometrial era formado por um aglomerado de células trofoblasticas
pequenas.

No 10° dg o embrido em crescimento ocupava uma grande area do endomeétrio da
regiao anti-mesometrial, com nitida expansédo das células trofoblasticas do cone
ectoplacentario. No endométrio localizado em areas mais proximas ao cone ectoplacentario
predominavam as uNK dos subtipos 3 e 4 (Fig. 4). Préximo ao miométrio, no endométrio nao
decidualizado, predominava o subtipo 2 e algumas células do subtipo 1. Em meio ao

miométrio foram identificados os subtipos 1 e algumas células do subtipo 2.

4.2.2- Animais submetidos a lesdao mecanica do embriao

As evidéncias de que a lesdo embrionaria foi efetiva decorreram da observagao do
colapso da solugdo de continuidade da membrana amniética com infiltragdo de células
sanguineas no espago do saco vitelino, acompanhado da desorganizagéo dos tecidos
embrionarios. Foram constatadas ainda areas de extravasamento sanguineo em meio ao
estroma endometrial da regido mesometrial. Pela reacdo com a lectina DBA foi possivel
identificar células uNK cuja morfologia era compativel com aquelas encontradas nos sitios de
desenvolvimento gestacional normal, ao lado de outras que apresentavam alteragdes no
padrdo de reatividade a partir de 1 hora pos-lesao mecanica do embrido. Os padrdes de
alteracbes mais comuns encontrados nestes sitios de lesdo embrionaria mecanica foram

agrupadas em 3 categorias:

- Categoria I: células uNK apresentando marcag&o descontinua na superficie celular pela

lectina DBA e auséncia de marcagéo no citoplasma ou nos granulos (Fig. 5);
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- Categoria II: células uNK apresentando marcagdo na superficie celular descontinua e

contetdo granular positivos (Fig. 6);

-Categoria llI: células uNK apresentando reagao positiva a lectina DBA na superficie celular

e parcialmente reativa nos granulos citoplasmaticos (Fig. 7).

No 8° dg, foi identificado na regido mesometrial dos sitios de desenvolvimento
embrionario lesados, as células uNK apresentando alteragdes na marcagdo tanto em sua
superficie celular quanto no conteudo citoplasmatico. Nos periodos iniciais de 1 e 2 horas
pés-lesdo mecanica observaram-se alteragoes das categorias |, Il e Ill sendo a maior
proporgdo de células com alteragao do tipo | presentes no endométrio mais préximo ao cone
ectoplacentario. Analisando o periodo de 6 horas pés-lesdo mecanica foram encontradas
nas areas do endométrio proximo ao miométrio, células com alteragdes tipo Il ao lado de
células que apresentavam alteragdes do tipo lll. No endométrio préximo ao cone
ectoplacentario, a alteragao que predominava era da categoria |ll. Embora fosse evidente a
ruptura do embrido, ndo foram constatadas alteragcdes nas células trofoblasticas gigantes
gue envolviam o embrido ou mesmo naquelas junto ao cone ectoplacentario. As células do
estroma endometrial decidualizado da regido antimesometrial ndo apresentaram alteracoes
em relagdo aquelas encontradas nos animais controle.

Nos animais do 10° dg, ao lado de células uNK do subtipo 3 normais, a grande
maioria das células uNK encontradas nos periodos de 1 e 2 horas poés-lesdao mecanica
apresentaram alteragdes das categorias | e Ill, sendo a maior propor¢cdo de células com
alteragdo do tipo |I. No periodo de 6 horas pos-lesio mecanica foi observada
predominantemente as alteragdes da categoria lll, onde as células apresentavam granulos
grandes, com um halo periférico claro que os delimitavam do restante do citoplasma. As
células uNK encontradas proximas as células trofoblasticas gigantes apresentaram
superficie celular positiva e grénulos citoplasmaticos parcialmente reativos, ao lado de,
algumas células uNK que apresentaram sinais de degeneragdo com fragmentagao
citoplasmatica e nlcleo com areas acentuadas de condensagao cromatinica. No estroma
endometrial da regido mesometrial foram encontradas areas de extravasamento sanguineo
no periodo de 2 horas pos-lesdo mecanica que se acentuava em 6 horas pos-leséo. Junto do
embrido foram constatadas infiltragdes de hemacias, confirmando a ruptura do saco vitelino
provocado pelos procedimentos adotados para a lesdo mecénica do embrido. Nao foram

observadas nenhuma célula uNK na regido antimesometrial.
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4.2.3-Animais submetidos a inoculagao com LPS

Nos animais do 8° dg com 6 horas apés a inoculagdo de LPS, ndo houve sinais do
comprometimento ou de reabsorcdo embrionaria. Pela citoquimica de lectina DBA
constataram-se células uNK com alteragdes no padrdo de marcagao das categorias |, Il e lll
a semelhanga daquelas descritas nos sitios submetidos a lesdo embrionaria mecanica ao
lado de células com morfologia compativel aos subtipos 1, 2 e 3 normais.

No 10° dg, apods 6 horas da inoculacéo foram igualmente constatadas alteragbes nas
células uNK das categorias | e Ill, sendo verificadas raras células do subtipo 1 e 2 normais.
Os animais controles do 8° e 10° que foram submetidos a inoculagdo da solugdo salina
apresentaram o mesmo padrdo de reatividade para a lectina DBA encontrada nos animais

com gestagao normal.
4.3- Imunocitoquimica
4.3.1- Oxido nitrico sintase induzida (iNOS)

Nos sitios de desenvolvimento embriondrio de 8° e 10° dg dos animais controles
foram observadas reagdes positivas intensas para iNOS no citoplasma das células uNK dos
subtipos 3 e 4 constantemente (Fig. 8), no citoplasma das células trofoblasticas gigantes
localizadas na regido ab-embrionaria e nas células deciduais da regido antimesometrial
(tabela 1). Tanto os animais submetidos & lesdo mecanica do embrido no 8° dg como no 10°
dg nos periodos analisados, apresentaram padréo de marcagéo para anti-iNOS semelhante
ao da gestagdo normal para as células trofoblasticas gigantes e nas células deciduais da
regido anti-mesometrial (tabela 1). Nas células uNK, foram observadas alteragdes quanto ao
padrao de marcagao para iNOS no periodo de 1 hora pos-lesdo mecanica, sendo observada
expressio reduzida no citoplasma de algumas células uNK, principalmente dos subtipos 3 e
4. No periodo de 2 horas pés-lesdo mecanica foi observada a auséncia de marcagao para as
uNK presentes em areas proximas ao embrido, o mesmo ocorrendo com os subtipos 1 e 2
encontrados no endométrio ndo decidualizado préximo ao miométrio ou no proprio miomeétrio
(Fig. 9). No periodo de 6 horas pds-lesao mecanica houve marcagao positiva em parte das
células uNK pertencentes ao subtipo 2, 3 e 4 (Fig. 10).

Os animais que foram submetidos & inoculagdo com LPS no 8° e 10° dg

apresentaram marcagéo para iNOS difusa no citoplasma em algumas células uNK (Fig. 11).
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As demais células da interface materno-fetal apresentaram marcagées semelhantes ao da
gestagdo normal.

As celulas trofoblasticas gigantes pertencentes ao cone ectoplacentario no foi
observada marcacao para iNOS, enquanto as células trofoblasticas gigantes proximas ao
embrido apresentaram marcacao para iINOS constante durante a gestagdo normal (Fig. 12).
Independente do periodo experimental analisado, as células trofoblasticas gigantes
apresentaram marcacgao constante (Fig. 13). As células deciduais € miometriais da regiao
antimesometrial apresentaram reatividade fraca no seu citoplasma.

Cortes histologicos de bago utilizados como controle positivo da reagdo para iINOS

apresentaram marcagdes difusas no citoplasma dos macrofagos e células células dendriticas
(Fig.14).

4.3.2- Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS)

Nos sitios de desenvolvimento embrionario de 8° e 10° dg dos animais controles
foram observadas reagdes positivas intensas para eNOS no citoplasma préximo a periferia
celular das células uNK de todos os subtipos (Fig. 15) Em 1 hora pés-lesdao mecanica a
marcacgéo observada foi intensa no citoplasma das células uNK do subtipo 3 (Fig. 16) que se
mantinham ap6s 6 horas de lesdo mecanica (Fig 17). Os padroes de marcagdes nos animais
lesionados foram semelhantes aos da gestacdo normal (tabela 1) para as células
trofoblasticas gigantes, células deciduais e do miométrio que estavam intensamente
marcadas (Figs. 18 e 19).

O controle positivo realizado no rim apresentou marcagao intensa no citiplasma das

células epiteliais dos tubulos contorcidos proximais e distais (Fig. 20).
4.3.3- Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS)

Nos sitios de desenvolvimento embriondrio de 8° e 10° dg dos animais controles
foram observadas reagdes positivas intensas para nNOS (tabela 1) no citoplasma das
células uNK de todos os estagios de maturagdo (Fig. 21). Nos sitios lesionados
mecanicamente as marcagdes positivas apos 1 hora estavam restritas ao citoplasma de
parte das células uNK dos subtipos 3 e 4 (Fig. 22). Em 2 horas pés-lesdo mecanica,

observou-se redugdo na marcagéo nas células uNK pertencentes ao subtipo 3 (Fig. 23) e no
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periodo de 6 pos-lesdo verificou-se marcagao intensa nas células uNK principalmente do
subtipo 3 (Fig. 24).

As marcacbes nas células trofoblasticas gigantes (Fig 25), nas células deciduais e
nas células miometriais foram constantemente positivas tanto nos animais de gestagao
normal quanto nos submetidos a les&do mecanica do embrido (tabela 1).

Nzo foram observadas a presenca de células dendriticas no ambiente uterino em
nenhum dos periodos analisados.

O controle positivo realizado em cortes do diencéfalo de camundongo mostrou

marcagao positiva nos neurénios e nos prolongamentos neuronais (Fig 26).

4.3.4- Interferon-a

Nzo foram constatadas reacdes positivas nas células uNK , nas células deciduais,
nas células miometriais ou nas células trofoblasticas gigantes dos animais de gestacédo
normal do 8° e 10° dg (Fig. 27), assim como, nos animais submetidos a lesdo mecéanica dos
embrides (Fig 28).

Cortes histolégicos de bago utilizados como controle positivo apresentaram

marcacdes positiva para IFN-o. nas células dendriticas e macréfagos (Figs. 29 e 30).
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4.4- Western Blot das isoformas das NOS

Os homogeneizados teciduais da regido mesometrial do Utero de camundongos
gestante normais no 8° e 10° dg submetidos & reagéo imunoquimica pelo Western blot
mostraram bandas reativas com peso molecular correspondente a 130, 140 e 160 kDa para
iNOS, eNOS e nNOS, respectivamentes (Figs. 31, 32 e 33).

Para iNOS, a banda de 130 kDa foi detectada em todos os grupos analisados, sendo
que, nos animais submetidos a lesdo mecanica do embrido a reagao nas bandas para esta
isoforma apresentaram, pela analise densitométrica, menor intensidade em 1 e 2 horas poés-
lesdo e recuperagdo proxima ao do controle apés 6 horas. Os animais submetidos ao
tratamento por LPS apresentaram intensidade semelhante aos dos animais de 6 horas poés-
lesdo mecanica (Fig 31).

Para eNOS, a analise densitométrica ndo apresentou variag&o significativa entre os
grupos experimentais analisados quando comparado ao do grupo controle (Fig 32).

Para a nNOS, verificaram-se menor intesidade de reagéo nos grupos de 1 e 2 horas
pos-lesdo mecanica, enquanto nos animais de 6 horas pbs-lesdo mecanica apresentou
aumento da intensidade de reagdo aproximando-se da intensidade dos animais controles
(Figura 33).
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5- DISCUSSAQ

As relagdes de causas e efeitos que resultam na interrupgéo da gestagéo séo ainda
pouco compreendidos em grande parte, pela falta de modelos experimentais que possam ser
adotados para estudos sistematicos dos mecanismos envolvidos no complexo dialogo,
estabelecido entre as células da interface materno-fetal no utero gestante.

A lesdo do embrido induzida mecanicamente como modelo experimental para estudos
de alteragdes do ambiente uterino gestante em camundongos foi adotada inicialmente por
Roman (2001) e posteriormente por Copi (2006) que relataram alteracoes substanciais neste
ambiente. Dentre as alteragdes descritas eram notérias a ocorréncia de hiperemia que
evoluia para hemorragia com o avango do periodo pos-lesao e, alteragdes no padrao de
reatividade das células uNK frente a citoquimica com a lectina DBA. Como a hiperemia e as
alteragbes nas células uNK foram observadas em periodos inferiores a 1 hora pos-lesao,
configurou-se um efeito agudo da lesdo embrionaria que se acentua no periodo mais
adiantado da lesdo, tendendo a um quadro hemorragico localizado (Copi, 2006). O fato de
ndo serem constatadas areas de hemorragia na regido anti-mesometrial onde era feita a
lesdo mecanica, Roman (2001) sugeriu que a hiperemia e hemorragia verificada na regiao
mesometrial ndo seria decorrente do trauma mecanico da propria lesao, mas que poderia ser
decorrente de uma resposta priméria provocada pelo trauma do embrido, com o provavel
envolvimento das células uNK. Dois indicios corroboram com a aluséo do envolvimento das
células UNK neste fenémeno, quais sejam: - a localizagdo destas células ocupando
exclusivamente a regido do agregado linfocitario do mesometrio na prenhez (MLAP) definido
por Croy e colaboradores (2001) e, - as alteragdes morfolégicas que sugerem a ativagéo do
seu potencial citolitico através da degranulagao do contetdo dos granulos lisosomo-
secretores (Copi, 2006).

Os resultados do presente trabalho utilizando o modelo de lesao mecéanica em
embrides de camundongos no 8° e 10° dg, confirmam a ocorréncia da hiperemia no intervalo
de 1 hora pés-lesdo que se acentua para hemorragia nos periodos posteriores.

Da mesma forma, alteracdes nos padroes de reatividade e morfologia das ceélulas
uNK foram constatadas através da citoquimica com a lectina DBA a semelhancga dos relatos
de Copi (2006). As alteragdes mais evidentes estavam relacionadas com a perda de
reatividade a lectina DBA na superficie celular caracterizando marcagao descontinua em
toda superficie e no contetdo dos granulos citoliticos. A auséncia de marcagdo nos granulos

lisosomo-secretores confirmam que ocorreu a liberagao do contetido destes pelas células
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uNK em resposta a alteragido da homeostasia do ambiente uterino gestante submetido a
lesdo embrionaria mecanica.

A distribuicdo das células uNK alteradas nos sitios pds-lesdo mecanica do embrio
sugerem que a rapida mobilizagdo das células uNK envolvem inicialmente os subtipos 3 e 4
que correspondem as formas mais diferenciadas das células uNK. Estas, respondam
primeiro aos estimulos causados pela alteragdo da homeostasia do microambiente uterino
gestante, pois seriam as células uNK que possuem a competéncia necessaria para
reconhecer e responder imediatamente ao estimulo liberando inclusive o conteudo dos
granulos citoliticos. A lesdo mecanica irreversivel dos embrides constitui um estimulo
continuo e prolongado de anomalia neste ambiente e sugere-se que as células dos subtipos
1 e 2 sejam mobilizadas a se diferenciarem adquirindo gradual e rapidamente a competéncia
para responder ao estimulo do ambiente uterino de uma gestacéo anémala.

A lesio do embrido ndo necessariamente decorrente de uma agressdo mecanica
parece ser o fator determinante para a ocorréncia da hiperemia no mesométrio com
alteracao das células uNK, uma vez que, a inoculagdo do LPS também induziu a ocorréncia
da hiperemia com alteragdes morfolégicas das células uNK. Neste experimento ndo se pode
determinar a ag3o direta do LPS sobre as células uNK, contudo os resultados demonstram
de forma inédita que estas células sofrem a influéncia das alteracbes do ambiente uterino
induzido pelo LPS. De acordo com os relatos de Casado e colaboradores (1997), dentre os
efeitos da administragdo intraperitoneal de LPS durante a gestagao, verifica-se ocorréncia de
necrose placentaria acompanhada por outras alteragdes intra-Gtero como morte fetal ou
aborto com expulsdo do feto. Segundo Ogando e colaboradores (2003), tratamento com LPS
em camundongos gestantes ndo s@o fatais para as mesmas, mas resultam em 100% de
morte e reabsorgao embrionaria com infiltrados de leucécitos e granulécitos na decidua.

InGmeros s3o os fatores que podem contribuir para alteracéo da permeabilidade e
integridade vascular levando a ocorréncia da hiperemia com evolugdo para um quadro
hemorragico no ambiente uterino gestante, sendo o oxido nitrico (NO) um candidato em
potencial. O NO pode ser formado a partir da catalise de enzimas de 6xido nitrico sintases
(NOS) presentes em diversas células do ambiente uterino gestante, tais como células
endoteliais (Forstermann, et al, 1993), células uNK (Hunt, et al, 1997; Burnett e Hunt, 2000;
Cifone, et al, 2001; Ogando, et al, 2003), macréfagos (Hunt, et al, 1997; Rothfichs, et al,
2001), células do epitélio uterino e estroma (Yoshiki, et al, 2000) e, também ceélulas
trofoblasticas gigantes (Purcell, et al, 1999; Bumeit e Hunt 2000; Kakui, et al, 2003;

Gongalves, et al, 2003). A acdo de inibidores da enzima NOS revelou uma severa
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hipertensdo materna e restrigdo do crescimento do feto, confirmando que o NO atua de
forma efetiva na vasculatura uterina (Burnett, et al, 2002).

Os resultados das reagdes imunocitoquimicas do presente trabalho realizadas no
utero de gestagdo normal no 8° e 10° dg para as trés isoformas das NOS detectaram
marcacdes positivas para 6xido nitrico sintase induzida (INOS) em todos os subtipos de
células uNK, nas células deciduais da regido anti-mesometrial e nas células trofoblasticas
gigantes. O 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) foi constatado nas células deciduais,
células uNK, células trofoblasticas gigantes e células miometriais. Para a enzima oxido
nitrico sintase neuronal (NNOS) a expresséo desta, assim como, com nas demais isoformas
ocorre no citoplasma das células uNK, células trofoblasticas gigantes, células deciduais,
células miometriais € no epitélio das glandulas presentes no ambiente uterino. Estes
resultados confirmam a presenga de meios necessarios para a produgéo de NO de forma
constante em diversas populag¢des celulares.

A producgdo de NO na interface materno-fetal, proveniente de diferentes isoformas
da NOS presente em diferentes tipos celulares maternos e fetais sugerem um papel
funcional do NO tanto nas fases iniciais da implantagdo embrionaria, quanto nas fases mais
adiantadas do processo de placentagéo e no parto (Lyall, et al, 1998; Gagioti, et al, 2000;
Kakui, et al, 2003), contribuindo para um ambiente favoravel para o sucesso da gestacado. A
importancia do NO na gestagédo pode ser evidenciada nos camundongos deficientes na
codificacdo da iINOS que apresentaram deficiéncias na formacao da decidua e no
desenvolvimento da vascularizagéo placentaria, comprometendo a sobrevivéncia do embriao
(Burnett, et al, 2002). Porém, Hunt e colaboradores (2000) observaram que nao ocorre
variagdo na quantidade de células uNK indicando que a migragao ou proliferagéo deste tipo
celular nao é dependente da iINOS.

O NO por ser um potente vasodilatador, podem atuar nos vasos sanguineos fetais e
seria responsavel por manter o fluxo basal e acentuar a atuacao de vasoconstritores (Myatt,
et al, 1997). Paralelamente, o NO pode estar relacionado, com a agéo citotéxica mediada por
varias populagdes celulares presentes no ambiente uterino, entre elas, as células uNK.
Segundo Burnett e Hunt (2000) a expressdo da molécula citolitica de perforina esta reduzida
em camundongos que ndo possuem iNOS, indicando que ha uma correlagéo entre o
contetdo dos granulos citoliticos e a produgéo de NO e, alteragdes nos niveis do NO tem
sido relacionados com perdas gestacionais (Cifone, et al, 2001; Burnett, et al, 2002).

Cumpre salientar que na regiao mesometrial dos animais submetidos a les&o

mecanica do embrido, onde ocorre a hiperemia e hemorragia, coincide com a area do
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acumulo das células uNK no utero gestante. Estas células, conforme observado em nossos
resultados apresentam alteragbes morfoldgicas que sugerem a liberagdo dos contetdos
citoliticos dos gréanulos lisosomo-secretores apds a lesao embrionaria, sugerindo a
participacao destas células nas alteragGes vasculares verificadas nesta regido. De fato,
quando avaliado o periodo pés-lesdo mecénica e considerando a reatividade nas células
uNK observa-se que estas apresentaram marcagéo reduzida para iNOS na maioria destas
celulas no intervalo de 1 hora pés-lesao e totalmente ausente no periodo de 2 horas pés-
lesao mecanica. No entanto no periodo de 6 horas pés-lesdo mecanica houve recuperagao
da marcacdo para a iINOS na maioria das células uNK, exceto para o subtipo 4. Padrao
semelhante de imunomarcagéo foi constatada também para a isoforma nNOS. Embora nas
demais células da interface materno-fetal nao tenham sido constatadas alteragdes da reagao
imunocitoquimica para as isoforma iINOS e nNOS, verificaram-se redugdes significativas na
expressao destas enzimas também nos homogeneizados teciduais dos animais submetidos
a lesdo embrionaria mecanica nos periodo de 1 e 2 horas avaliados pelo Western-blot,
quando comparados com os animais de gestacdo normal. Estes resultados demonstram a
elevada propor¢cdo relativa da iINOS e da nNOS produzidas pelas células uNK e
consequentemente pode se deduzir a importancia dos niveis relativos de NO produzido
pelas células uNK na manuten¢cdo da homeostasia do microambiente uterino durante a
gestacao.

Isto &, a lesdo embriondria mecanica nos periodos analisados demonstra ter um
efeito agudo na rede vascular da regido mesometrial aumentando a sua permeabilidade
pode ser resultante de um rapido incremento nos niveis do NO produzido nesta area pelas
células uNK em resposta ao estresse da lesdo embrionaria. E plausivel supor que este
processo seja decorrente da INOS e nNOS presentes constitutivamente nas células uNK,
sendo rapidamente mobilizadas e consumidas nesta via metabélica, o que pode explicar a
reducdo dos seus niveis detectados nos periodos de 1 e 2 horas pés-lesdo mecanica. No
presente estudo ndo se pode determinar qual fator do ambiente uterino € capaz de induzir a
expressao da iNOS de forma constitutiva nas células uNK ou nas demais células do utero de
camundongos gestantes. Porém este mecanimos é atuante e capaz induz a recuperagéo da
expressdo destas enzimas, como foi constatado no periodo de 6 horas pés-leséo, tanto pela
imunocitoquimica quanto pela reagao imunoquimica pelo Western-bliot.

O protocolo de inoculagdo do LPS adotado neste trabalho demonstrou o efeito
esperado apés 6 horas de inoculagdo nos animais, demonstrando uma forte reacao positiva

para INOS nos macréfagos do bago utilizado como controle positivo, o que esta de acordo
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com os relatos de Lin, e colaboradores (2006). De acordo com Casado e colaboradores
(1997) dentre os efeitos da administragéo intra-peritoneal de LPS durante a gestagao, foram
verificados ocorréncias de necrose placentaria acompanhadas por outras alteracdes intra-
utero como morte fetal ou aborto com expulsdo do feto. Nos animais observados neste
estudo, apos 6 horas da inoculagdo do LPS constataram-se ligeira hiperemia na regiao
mesometrial, sem a ocorréncia de hemorragias. Nao foram avaliados parametros de morte
embrionaria, porém foram evidentes as alteragdes na reatividade das células uNK pela
citoquimica de lectina DBA com destituicdo dos conteudos dos granulos lisosomo-secretores
e reducdo na imunomarcagdo pela iNOS, a semelhanga do que se verificava no utero de
animais apés 6 horas da lesao embrionaria mecanica.

A isoforma INOS esta ativa apenas na forma dimérica e de acordo com Bogdan
(2001) a sua ativacdo € condicionada a presenga do estimulo, tais como, produtos
bacterianos (LPS) e citocinas imunoestimulatérias. Baseado neste mecanismo, o LPS é
amplamente adotado experimentalmente para estimular a expressdo da iINOS em diversos
orgaos e usualmente, o pico da expressado ocorre apés 6 horas da inoculagdo nos animais. O
LPS liga-se a receptores como o CD14 de macréfagos e células dendriticas, ativando o
complexo Ik, responsaveis pela fosforilagdo do complexo NFkp/Ixp que é entdo degradado
e, o complexo NF-NFkB € translocado ao nucleo ativando a expressdo génica da iNOS
(Aktan, 2004). Concentragbes elevadas de LPS podem apresentar efeito toxico geral,
levando a morte de varios tipos celulares (Gayle, et al, 2002).

Neste trabalho, ndo se pode determinar qual o mecanismo de acdo do LPS que
induz as alteragdes no utero gestante e que de acordo com Casado, e colaboradores, (1997)
pode culminar na morte e reabsorcdo embrionaria. Da mesma forma, ndo se pode
comprovar se as células uNK sdo capazes de responder diretamente a este produto
bacteriano com a ativagdo do seu mecanismo imunoldgico de resposta citotoxica, uma vez
que, as células trofoblasticas gigantes e as células deciduais também expressam iNOS em
todos os periodos de gestacao analisados. O principal mecanismo de agdo do LPS envolve a
associacdo com o seu receptor LBP presente nas células dendriticas e macréfagos (CD14)
que podem internalizar os receptores de LPS e TLR4 e, induzir a cascata de sinalizago de
NFkB nas células renais. Porém, um outro mecanismo de ag¢do do LPS nZo envolve a
internalizacé@o ou envolvimento destes receptores, sendo internalizado por algumas células e
induzindo diretamente a cascata de sinalizagdo de NFxf, como o que ocorre no intestino
(Choudhury, et al, 2006). De acordo com estes mecanismos € possivel que as células uNK e

outras células da interface materno-fetal do utero gestante de camundongos, mesmo nao
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apresentando receptores de membrana para o LPS possam desencadear a cascata de
sinalizagdo intracelular do NFkp.

Por outro lado, como o LPS atua sistemicamente & provavel que inumeras citocinas,
principalmemente inflamatérias, sejam produzidas em resposta ao quadro endotoxémico
estabelecido e desencadeie os efeitos neurotdxicos que determinam as ocorréncias de
espasmos, piloerecéo, tremores e postura rebaixada. O efeito toxico do NO é atribuido as
reagoes com radicais superéxido para formar peroxinitrito, que desencadeia a perda de
processos importantes para a vitalidade celular incluindo, proteinas ndo especificas,
peroxidacao lipidica, prejuizo do DNA e inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial (Gayle, et
al, 2002).

Experimentalmente, as células dendriticas sob agao de lipopolissacarideos (LPS)
podem intermediar a indug&o de aborto em camundongos através do desencadeamento da
cascata NFxp (Munn, et al, 2002). Porém, cumpre destacar as diferengas entre os perfis de
expressao da isoforma iINOS no ambiente uterino apés a lesédo mecénica do embrido e sob o
efeito do LPS. Enquanto as células uNK apresentam queda nos primeiros momentos apos a
lesdo mecanica e posteriormente apresentam tendéncia de recuperagdo na sua expressao,
as outras células como as células trofoblasticas gigantes, as células deciduais e as células
miometriais ndo apresentaram estas variagdes, o que sugere mecanismos distintos de
controle e ativagao desta enzima, em relacao as células uNK.

A expressdo da iINOS nas células trofoblasticas gigantes de gestagdo normal e a
manutencdo desta nos animais com embrides lesionados mecanicamente, configuram a
producdo continua do NO nestas células, que pode estar relacionada a atividade fagocitaria
desta populagdo celular (Purcell, et al, 1999; Gagioti, et al, 2000; Park, et al, 2000;
Amarante-Paffaro, et al, 2004). Funcionalmente, as células trofoblasticas gigantes
apresentam uma alta capacidade fagocitaria durante a primeira metade da gestacdo e
poderiam desta forma, utilizar o recurso da produgdo de NO para alterar o destino das
células-alvo a serem fagocitadas durante o processo de implantagéo (Gagioti, et al, 2000),
ou em condicdes especificas onde esta produgdo de NO pode estar associada a defesa
contra patogenos presentes na interface materno-fetal (Amarante-Paffaro, et al, 2004). Por
outro lado, ndo podemos excluir que o NO produzido pelas células trofoblasticas esta
relacionado também, ao controle destas células sobre a manutengdo do suprimento
sanguineo placentario adequado para sobrevivéncia do proprio embrido.

A expressdo da isoforma iINOS nas células deciduais de forma constante na

gestacdo merece investigacdo especifica considerando que esta populagao celular sofre
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intensas modificacdes morfolégicas e funcionais, sendo horménio dependentes, promovendo
o suporte ao desenvolvimento embrionario e controlando a placentagéo. Neste estroma
endometrial estdo presentes outras populagoes celulares do sistema imune, dentre as quais,
podemos citar as células dendriticas que sdo apontadas como importante efetora da
imunomodulacdo do ambiente uterino gestante (Dielt, et al, 2006).

Um dos potenciais mecanismos de sinalizagdo para produgdo das isoformas das
enzimas que formam o NO & o IFN-a que pode ser produzido pelas células dendriticas. No
ambiente uterino a interagdo entre as células dendriticas e as células uNK via IFN-a podem
estar relacionadas com a ativacdo destas ultimas na produgdo do NO (Gardner & Moffet,
2003). O IFN-a é uma citocina pleiotrépica que possui atividade antiviral, imunomodulatoria e
supressora de tumores (El-Hashemite, et al, 2004). Este IFN-a @ produzido em maior
quantidade pela célula dendritica plasmocitéide (pDC) e em menor quantidade pela célula
dendritica mieléide. O tratamento com esta citocina aumenta a secregédo de citocinas do tipo
Th1 (McKendricke & Radomski, 1998; Sladek, et al, 1998; Schiffman, et al, 2000; Yoshiki, et
al. 2000: Burnett, et al, 2002; Hilkens, et al, 2003; Nakamura, et al, 2004; Ronco, et al, 2004;
Tassiulas, et al, 2004). Esta citocina exerce efeito nas células pela interagdo com seus
receptores (IFNAR1 e IFNAR2), os quais induzem a ativacdo de quinases do tipo Janus
(JAK1 e JAK2), que associadas ao receptor levam a fosforilagao de STAT1 na tirosina 701 e
727, aumentando a sua atividade transcricional. Embora muitos tipos celulares apresentem
receptor para IFN-a e respondam a esta citocina desencadeando diferentes processos
celulares ou sintese de produtos especificos, & a produgéo da isoforma iINOS associada a
inibicdo de replicagdo viral, indugdo de apoptose, expressdo de antigenos de
histocompatibilidade € a mecanismos de defesa inata, que tem sido alvo de atencédo de
estudos nos Ultimos anos (Blanchette, et al, 2003; Myatt & Cui, 2004). De acordo com
Gardner e colaboradores (2003), as células dendriticas podem ativar as células uNK na
presenca do trofoblasto e podem ser alteradas na presenca de estresse da placenta por
sinais derivados do trofoblasto, sendo que para isso o fator determinante € o estado de
maturagdo da célula dendritica e quantidade das células uNK no ambiente.

Contudo, de acordo com os resultados do presente trabalho nao foi observado
expressao significativa do IFN-o. em gestagao normal ou qualquer alteragao no Utero pos-
lesdo mecanica determinado pelas avaliagdes por imunocitoquimica. Nos animais tratados
com o LPS, ndo ocorreu a mobilizagdo esperada do IFN-a através da ativagao das células

dendriticas como via de maior expressdo da iINOS nas células da interface materno-fetal.
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Desta forma, os dados do presente trabalho indicam que este mecanismo envolvendo a
intermediagéo das células dendriticas via produgéo do IFN-a aparentemente ndo é utilizado
no ambiente uterino e nem seria mobilizado frente a lesdo embrionaria ou sob a agéo do
LPS.

Por outro lado, segundo Myatt & Cui (2004) o estresse oxidativo € um estado de
desbalango entre produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a habilidade da defesa
pelos antioxidantes produzidos pelas proprias células do ambiente afetado. Este desbalango
pode ser devido a produgéo excessiva do radical livre peroxinitrito, gerado a partir da reagao
entre éxido nitrico e anion superoxido. O peroxinitrito € responsavel direto pela inibicdo da
cadeia transportadora de elétrons, oxidagdo do grupo sulfidrila de proteinas, inicio da
peroxidagao lipidica e nitragéo de aminoacidos aromaticos como a tirosina. Quando ocorre a
nitracdo de residuos de tirosina, o0 mecanismo pode ser inibitorio, pois o peroxinitrito € capaz
de inibir a atividade da xantina oxidase e INOS, sendo este efeito exacerbado pelo estresse
oxidativo, atuando como um feed-back negativo modulador para a iINOS. O peroxinitrito &
capaz de difundir por um didmetro muito maior do que o &nion superéxido, atacando a
membrana lipidica e/fou grupo sulfidrila de proteinas alterando assim a fungao celular da
populagdo de célula alvo (Myatt, et al, 1996). A regulagéo da iINOS é complexa envolvendo
ndo somente a interagdo do aminoacido L-arginina com a enzima e sim requerendo a
presenca de inimeros co-fatores. Como o peroxinitrito pode nitrar inumeros aminoacidos, o
namero de seqiiéncias protéicas afetadas pode ser alterado incluindo as sequéncias que
envolvem a atividade da iINOS. O feed-back negativo que ocorre, por exemplo, em sitios
inflamatérios gerando anion superéxido atenua a atividade da iNOS in vivo (Aulak, et al,
2001) e pode ser um dos mecanismos de controle da atividade da iNOS no ambiente uterino
gestante. Assim sendo, ndo podemos descartar a possibilidade do estresse da lesdo
embrionaria mecancia afetar o balango da via de produgdo de radicais livies como o
peroxinitrito que por sua vez, seria capaz de inibir a atividade da iINOS ou suprimir a sua
expressdo, como o fendmeno encontrado nos periodos de 1 e 2 horas pos-lesao
embrionaria.

Quanto a expressdo da nNOS no ambiente uterino, esta isoforma também foi
encontrada de forma constitutiva nas células uNK, além das células deciduais e no
miométrio, nos periodos gestacionais analisados. A presenga da nNOS no Utero gestante
tem sido descrita por Momohara e colaboradores (2004) sendo atribuido um papel
importante ao NO na contragdo do miométrio nos periodos préximo ao parto. No utero nao

gestante a nNOS é encontrada nas células estromais e a sua expressao avaliada pelo
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Western blot nao parece flutuar significativamente durante o periodo de implantagao (Telfer,
et al,1995; Purcell, et al, 1999; Ogando, et al, 2003). Esta isoforma €& encontrada
constitituvamente no sistema nervoso central e em diversas outras células, e tem como
caracteristica ser calcio-calmodulina dependente regulando além da transmissédo sinaptica
no sistema nervoso central, pressdao sanguinea, relaxamento do musculo liso e
vasodilatacdo via nervos periféricos (Drazen, et al, 1999; Park, et al, 2000; Cerqueira e
Yoshida, 2002).

Nao ha relatos anteriores sobre a expressao da isoforma nNOS nas células uNK, mas
o fato desta isoforma também sofrer a influéncia da lesdo embrionaria mecanica em padrao
semelhante ao da iINOS sugere uma co-participagdo desta enzima na produg¢do do NO no
ambiente uterino gestante. Se esta co-expressao e coincidéncia no perfil da resposta entre
iINOS e nNOS frente a lesdo embrionaria mecanica envolve mecanismos de controle comuns
nas células uNK e as razbes que levam esta célula a expressar as duas isoformas passiveis
de serem moduladas simultaneamente, sdo questdes que devem ter as investigagdes
aprofundadas no futuro.

Quando avaliada a expressdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) pela
imunocitoquimica, observa-se marcagéo positiva no citoplasma das células deciduais, das
células uNK, das células trofoblasticas gigantes e das células miometriais, porém em
intensidade menor que as duas outras isoformas. Interessante observar que mesmo as
células endoteliais da regido mesometrial do utero gestante normal ou nas amostras do utero
pos-lesdo embrionaria mecéanica ndo apresentaram variagdes de marcagao expressiva, o
que esta de acordo com os relatos anteriores que caracterizam esta isoforma como sendo
constitutiva e independente de fatores de estresse ambiental (Purcell, et al, 1999; Chwalisz e
Garfield, 2000; Schonfelder, et al, 2004). A quantificacdo desta isoforma (eNOS) encontrada
por Purcell (1999) demonstrou que ha um pico de expressao no 6° e 7° dg e, apds o 8° dg
ocorre um declinio de sua expressdo. Sladek e colaboradores (1998) sugeriram que a
expressao da eNOS pode estar relacionada com a dilatagdo das artérias durante os periodos
iniciais da gestagéo, enquanto no periodo final da gestagdo a eNOS esta presente na forma
inativa. Nos resultados do presente estudo n@o foram observadas alteragdes de expressao
da eNOS entre a gestacdo normal e quaisquer dos periodos de poés-lesdo mecanica
analisados, sendo esta a unica isoforma que ndo sofreu alteragdo decorrente da lesao
embrionaria mecanica evidenciada tanto pela intensidade de marcagdo imunocitoquimica

quanto pela semi-quantificagéo realizada no Westemn-blot.
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Uma possivel atuagdo do NO quando produzido pela isoforma eNOS seria a de
regular a formagdo de novos capilares na angiogénese da placenta materna e fetal,
auxiliando no aumento do fluxo sanguineo para o embrido, além disso, desempenharia um
papel na remodelagdo da matriz extra-celular para estabilizar a interface materno-fetal
(Sladek, et al, 1998; Telfer, et al,1997; Purcell, et al,1999; Ogando, et al, 2003). Os relatos de
Kakui e colaboradores (2004), demonstraram o aumento da expressao da isoforma eNOS no
miométrio e na placenta nas mulheres que apresentaram preeclampsia, em relagcao as de
gestacdo normal. Este fato sugere um mecanismo regulador para compensar o fluxo
sanguineo Utero-placentario prejudicado pela produgdo de NO. Contudo, o efeito da lesao
embrionaria mecénica que afeta a expressdo das isoformas INOS e nNOS seria um
mecanismo distinto que n3o envolve ou afeta diretamente a participagdo da eNOS, pelo
menos no que se relaciona a alteragao da permeabilidade e fluxo sanguineo nos vasos da
regido mesometrial que resultaria na hiperemia e hemorragia.

A biossintese do NO é regulada através de dois mecanismos sendo eles poés-
transcricionais e pés-traducionais. Essa regulagdo é feita a partir de proteinas NFkp que
estdo presentes no citosol em estado inativo, pois esta formando complexo com Ixp-NF«kf.
Este complexo é fosforilado por IkB quinase ativado pelo LPS e IFN-y/TNF-a, s&o
tanslocados para o nucleo e induzem a expressdo génica da iNOS (Aktan, 2004). O
mecanismo responsavel por formar NO via eNOS ocorre também via proteina NFxf} e de
acordo com Grumbach e colaboradores (2005), o fator de transcrigdo nuclear NFxB é
responsavel por aumentar a transcrigdo da isoforma eNOS em resposta ao estresse no
endotélio. Considerando a capacidade inibitéria do NO sobre a ativacdo do fator NFxf
através de feedback negativo na expressdo da eNOS, nem mesmo este parece ser
diretamente afetado na lesdo embrionaria mecanica no controle da expressdo desta
isoforma. Outra via pés-transcricional de ativagdo da iNOS é pela JAK-STAT, onde células
expostas a IFN-y ativam JAK 1 e 2 que quando fosforiladas ativam a STAT1. A STAT entao
transloca para o nucleo e aumenta os niveis de IRF-1 que resultam em indugao de
expressao génica da iNOS (Aktan, 2004 ).

A hipoxia do microambiente uterino gestante pode ser um dos fatores que induzem
a geragdo do NO (Fantel, et al, 1998), o que explica a exigéncia da expressao constitutiva
das trés isoformas das enzimas NOS no ambiente uterino. De acordo com Horton (2003), os
niveis basais de arginina diminuem nos casos como o de trauma por queimadura e

comprometem a habilidade da eNOS em manter os niveis de NO, porém quando produzido
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por iINOS s&o supra-regulados e pode exceder o nivel basal de producéo de radicais livres.
Desta forma, no ambiente uterino, a isoforma INOS e possivelmente também a nNOS
presentes nas células uNK seriam rapidamente mobilizadas na produgdo do NO frente as
alteragdes da homeostasia da interface materno-fetal decorrente do sofrimento embrionario,
que resultaria no aumento localizado da permeabilidade vascular. Nestes mecanismos nao
pode ser descartada a bioatividade do NO limitada pela interagdo com o &nion superoxido
que causa sua inativagdo, mas cuja atividade pode ser prolongada com a presenca da
enzima superoxido dismutase (SOD) que remove o anion superéxido (Touyz, et al, 2004).

Constata-se, portanto que, os mecanismos que controlam a ativagdo e inibigao
destas enzimas e, os processos fisiolégicos comuns da gestagdo envolvendo estas enzimas
e seus produtos, permanecem por ser esclarecidos, uma vez que, a auséncia do IFN-a que
poderia intermediar via células dendriticas a ativagdo das células uNK na produgéo da iNOS,
preconiza a existéncia de outras vias de regulagdo no Utero gestante. Estas variagdes que
ocorrem no ambiente uterino sugerem que as fungdes precisas que o NO exerce neste local
também permanecem por ser mais bem compreendido.

O modelo da lesdo mecanica do embrido e mesmo o tratamento com o LPS mostram
uma dinamica de resposta do ambiente uterino que envolve a participacdo das células uNK
em mecanismos ainda pouco esclarecidos. Se de um lado a confirmagéo da expressao
simultdnea das trés isoformas de NOS no utero gestante apontam para importancia do NO
como um elemento essencial na homeostasia da interface materno-fetal e no
desenvolvimento pleno da gestacdo, por outro lado, a mobilizagdo incomum da iNOS e
nNOS apenas pelas células uNK em resposta as anomalias da gestagao, constituem um

importante parametro para diagnosticar um quadro agudo de sofrimento embrionario.
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6-Conclusodes

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

1=

A lesdo mecanica do embrido na regido antimesometrial provoca a
hiperemia e hemorragia na regido mesometrial dos sitios de
desenvolvimento embrionario, acompanhado de alteragbes na
mofologia das células uNK presentes nesta regido, notadamente pela
perda do conteudo dos granulos lisosomo-secretores.

O LPS induz alteragdes no Utero gestante semelhante ao encontrado
apos les@do mecanica do embrido, sendo notério o envolvimento das
células uNK.

As trés isoformas das NOS estdo presentes constitutivamente nos
diversos tecidos uterinos da interface materno-fetal em camundongos
prenhes, sendo que, as células uNK expressam simultanemante as trés
isoformas.

O fato da variagdo de intensidade das isoformas iINOS e nNOS nao
ocorrerem em outras populagdes celulares da interface materno-fetal
indica a importancia das células uNK na produgdo do 6xido nitrico na
gestagdo e o desbalanco deste pode ser a causa da hiperemia e
hemorragia encontrado nos sitios submetidos a lesao embrionaria.

A constdncia na expressdao da isoforma eNOS e, as variagdes
encontradas para o iINOS e nNOS entre as populagdes celulares, em
especial as células uNK, presentes no utero gestante normal em
relagdo aqueles submetidos a lesdo mecanica do embrido, indicam
mecanismos distintos no controle da ativagdo e inibicdo na biogénese
do NO.

Neste mecanismo de controle aparentemente ndo ha a intermediagéo
do IFN-a e, portanto, exclui uma das potenciais vias de intermediagao
envolvendo as células dendriticas no reconhecimento do estresse
provocado pela lesdo ou morte embrionaria na ativacdo das células

uNK para produgdo do NO.
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Figura 3: Fotomicrografia de um corte transversal do sitio de implantagdo embrionaria normal
no 10° dg. Notar a area acastanhada correspondente a distribuicdo de células uNK lectina
DBA positivas na regido mesometrial (M). Embrido (E) ocupando a regido anti-mesometrial
(AM). Barra = 70um

Figura 4: Fotomicrografia de atero com 10° dg normal evidenciando detalhe das células uNK
lectina DBA positivas (setas) do subtipo 3 em meio ao endométrio decidualizado. Notar a

marcacao positiva na superficie celular e nos granulos citoplasmaticos. Barra = 10um

Figura 5: Fotomicrografia de utero com 10° dg evidenciando células uNK lectina DBA
positivas (setas) pertencente a categoria | apés lesao mecanica do embrido. Notar auséncia
de marcagdo no conteudo granular (*) e marcagdo descontinua na superficie celular (seta

branca). Barra =10um

Figura 6: Fotomicrografia de utero com 10° dg evidenciando células uNK lectina DBA
positivas (setas) pertencente a categoria Il apos lesdo mecéanica do embrido. Notar
marcagao positiva nos granulos citoliticos (*) e marcagao descontinua na superficie celular

(seta branca). Barra =10um

Figura 7: Fotomicrografia de utero com 10° dg evidenciando células uNK (setas)
pertencentes a categoria Il apés lesdo mecanica do embrido, apresentando marcagéo
positiva na superficie celular (seta branca) e parcialmente reativa nos granulos citoliticos (*).

Barra = 10um
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Figura 8: Fotomicrografia de utero com 10° dg normal evidenciando reag&o imunocitoquimica

para iNOS no citoplasma das células uNK (setas). Barra 30um.

Figura 9: Fotomicrografia de utero com 10° dg evidenciando reagdo imunocitoquimica para
iNOS nos animais apés 2 horas da lesdo mecanica do embrido. Notar marcagdes fracas
(seta) ou ausentes (cabega de seta) na grande maioria das ceélulas uNK e células
sanguineas estagnadas nos vasos sanguineos (*) mesmo apds a fixagdo por perfusao

vascular. Barra = 30pm.

Figura 10: Fotomicrografia de Utero com 10° dg evidenciando reag&o imunocitoquimica para
iNOS nos animais apés 6 horas da lesdo mecanica do embrido.. Notar a recuperagao parcial

com marcacdes fracas nas células uNK (seta) ou ausente (cabeca de seta). Barra = 30pm.

Figura11: Fotomicrografia de atero com 10° dg evidenciando reagdo imunocitoquimica para
iNOS nos animais apés 6 horas de inoculagdgo com LPS. Observar reagdes positivas
irregulares no citoplasma das células uNK (seta) e sangue estagnado nos pequenos vasos
(*). Barra = 30 pm.

Figura12: Fotomicrografia de Gtero com 10° dg normal evidenciando reagao
imunocitoquimica para iNOS no citoplasma de uma célula trofoblastica gigante (seta branca)

da regido embrionaria. Barra = 5 pm.

Figura13: Fotomicrografia de dtero com 10° dg evidenciando reagao imunocitoquimica para
iINOS no citoplasma de células trofoblésticas gigantes (seta branca) presente nos animais
apos 2 horas da lesdo mecanica do embri&o em intimo contato com células deciduais (#).

Barra =5 pm.
Figura 14: Fotomicrografia de bago de camundongo com 10° dg submetido a inoculagao com

LPS evidenciando reagdo imunocitoquimica para iNOS no citoplasma de macréfagos (seta

branca). Barra 50um.
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Figura 15: Fotomicrografia de utero com 10° dg normal evidenciando reagéo
imunocitoquimica para eNOS, evidenciando marcagao citoplasmatica nas células uNK (seta).

Barra = 10 pm.

Figura 16: Fotomicrografia de tero com 10° dg evidenciando reag&o imunocitoquimica para
eNOS nos animais apés 1 hora de lesdo mecanica do embrido apresentando marcagao

continua no citoplasma das células uNK (seta). Barra= 5 um.

Figura 17: Fotomicrografia de utero com 10° dg evidenciando reagé&o imunocitoquimica para
eNOS nos animais apés 6 horas de lesdo mecanica do embrido apresentando marcagao

continua nas células uNK (seta). Barra: 10 um.

Figura 18: Fotomicrografia de ttero com 10° dg evidenciando reag&o imunocitoquimica para
eNOS nos animais com gestacéo normal mostrando marcagdes positivas no citoplasma das

células deciduais (*). Barra =10pum.

Figura 19: Fotomicrografia de itero com 10° dg evidenciando reag&o imunocitoquimica para
eNOS nos animais com gestagdo normal mostrando marcagdes positivas nas ceélulas

musculares lisas do miométrio (seta). Barra =30pm.
Figura. 20: Fotomicrografia de utero com 10° dg normal evidenciando reagéo

imunocitoquimica para eNOS no citoplasma das células epiteliais dos tubulos renais. Barra =

50 pm.
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Figura 21: Fotomicrografia de utero com 10° dg normal evidenciando reagao
imunocitoquimica para nNOS, mostrando marcagéo positiva no citoplasma das células uNK

(setas) e nas células do estroma endometrial (cabeca de seta). Barra = 10 pm.

Figura 22: Fotomicrografia de Utero com 10° dg evidenciando reagao imunocitoquimica para
nNOS nos animais apoés 1 hora da lesdo mecénica do embrido, mostrando marcagao positiva
porém fraca no citoplasma das células uNK (setas). Células do estroma endometrial (cabeca

de setas). Barra = 10 pm.

Figura 23: Fotomicrografia de ttero com 10° dg evidenciando reagao imunocitoquimica para
nNOS nos animais apds 2 horas da lesdo mecanica do embrido. Notar a marcagéo irregular
e fraca no citoplasma das células uNK (setas) e mantida constante nas células do estroma

(cabega de setas). Barra= 10 um.

Figura 24: Fotomicrografia de ttero com 10° dg evidenciando reagao imunocitoquimica para
nNOS nos animais ap6s 6 horas da lesdo mecanica do embrido. Notar a marcagé&o irregular
e fraca no citoplasma das células uNK (setas) e mantida constante nas células do estroma

(cabega de setas). Barra= 30 um.

Figura 25: Fotomicrografia de Uutero com 10° dg normal evidenciando reagao
imunocitoquimica para nNOS marcagéo intensa nas células trofoblasticas gigantes (CTG)

em intimo contato com as células decidualizadas (cabega de setas). Barra: 10um.
Figura 26: Fotomicrografia de utero com 10° dg normal evidenciando reagao

imunocitoquimica para nNOS mostrando em detalhe a marcagao nos neurdnios do sistema

nervoso central. Barra= 10pm.

59



60

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
CESAR LATTES
DESENVOLVIMENTO DE COLECAQ




Figura 27: Reagao imunocitoquimica para IFN-a no Gtero de animais no 8° dg normal. Notar
a auséncia de marcagéo nas células presentes na regido mesometrial (seta branca). Barra =

50pum.
Figura 28: Reagdo imunocitoquimicapara IFN-a. no GUtero de animais no 8° dg apés 2 horas
da lesdo mecanica do embrido, mostrando as células do estroma endometrial sem qualquer

marcacao positiva (seta branca). Barra = 50 um.

Figura 29 e 30: Imunohistoquimica para IFN-o. no bago apresentando marcagdo positiva nas

células reticulares e macréfagos (seta branca). Barra = 50um.

61



62



h LPS
B -
iINOS

50-
. 1 Normal
£ 404 T * =1 1h pés-lesao
‘“E’ I 2h pés-lesdo
% 30+ * T I 6h pos-lesédo
c * E==36h LPS
0O 204
®
2
‘e 10-
<

0
N 1h 2h 6h LPS

Figura 31: (A) Expressao da isoforma iINOS avaliada em SDS-PAGE e Western-blot
e revelado por quimioluminescéncia dos homogeneizados do utero de animais de
gestacao normal (N), poés-lesao mecanica embrionaria nos periodos de 1, 2 e 6 hs
e com LPS apés 6 hs.

(B) Histograma da densitometria da quimioluminescéncia mostra que houve
diferenga significante entre os grupos experimentais, com notada redugédo nos
periodos de 1 e 2 horas pos-lesdo mecanica em relagdo ao controle (P<0,05). Os
niveis da INOS sao semelhantes entre as amostras de 6 horas pos-leséo

embrionaria e tratados pelo LPS.
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Figura 32: (A) Expresséo da isoforma eNOS avaliado em SDS-PAGE e Western-
blot, revelado por quimioluminescéncia dos homogeneizados do utero de animais
de gestacao normal (N), pés-lesédo mecanica embrionaria nos periodos de 1,2 e 6
hs.

(B) Histograma da densitometria da quimioluminescéncia mostra que nao houve

diferencas (P<0,05), entre os grupos experimentais ou em relagao ao controle.
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Figura. 33: (A) Expressao da isoforma nNOS avaliado em SDS-PAGE e Western-blot,
revelado por quimioluminescéncia dos homogeneizados do utero de animais de
gestagao normal (N) e pos-lesao embrionaria nos periodos de 1, 2 e 6 hs.

(B) Histograma da densitometria da quimioluminescéncia mostra que houve
diferencgas significativas entre os grupos experimentais, com acentuada reducao nos

periodos de 1 e 2 horas pds-lesdo mecanica em relagao ao controle e, recuperacgao
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