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O temor do Senhor é o principio do saber. Provérbios 1:7



A ARTE é o saber ou pericia em fazer algo. Deste modo todos nds somos artistas, afinal
todos temos um saber, desde os mais estudados ao menos letrados tém uma capacidade tinica,
uma habilidade propria. Até os ociosos sdo artistas jd que é necessdrio saber ndo _fazer nada,
pois para muitos o ndo fazer nada seria uma grande tortura. Pensando assim, comecei a
refletir sobre a arte de cada pessoa. Se pensarmos na bailarina, ela tem sua arte na danga, a
dona de casa no desenvolvimento e administragdo das attvidades domésticas, o engenheiro
tem com sua arte a construgdo, o médico a prevengdo e a cura. Mas e os cientistas da drea de
histologia? Qual a arte destas pessoas que por tanto tempo se dedicam a sua carreira. Depois
de muito tempo de arrazoar sobre o assunto conclui que a arte desenvolvida pelos cientistas é
a observagdo. O cientista tem que aprender a ver os pequenos detalhes, a enxergar o que os
outros ndo véem. Ver modificagoes tdo pequenas e discretas que muitos diriam que ocorrem ao
acaso, mas que os histologistas enxergam o seu padrdo e que a partir destas pequenas
modificagoes sdo geradas conseqiiéncias de grandes proporcdes. Foi em busca do
desenvolvimento desta arte que me propus a realizar meu mestrado e espero ao fim desta

etapa ter dado um passo em direcdo a esta conquista.
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RESUMO

O sucesso da implantagdo e desenvolvimento embrionario em animais de placentacdo do
tipo hemocorial requer além da presenca fisica do embrido/feto, uma dinamica de alteracées
sequenciais na interface materno-fetal do Utero gestante. Tais alteragdes sao mediadas e
controladas pelas agbes sincronizadas de uma série de fatores de efeito endécrino,
paracrino e autécrino, com o comprometimento de diversas células presentes nesta
interface. Dentre as peculiaridades do utero gestante, o recrutamento e o acumulo de células
uNK tém sido apontado como de fundamental importancia na modulagdo da homeostase da
interface materno-fetal para o desenvolvimento normal da gestagdo. Por outro lado, a
complexidade das multiplas interagbes célula-célula e citocinas-células que modulam a
interacdo materno-fetal, dificulta a compreensdo plena dos mecanismos envolvendo a
participagdo das células uNK na imunomodulagao do utero gestante. Portanto, procuram-se
por procedimentos que permitam as andlises do comportamento das células uNK em
condi¢des experimentais controladas, assim como, elucidar tanto as vias da ativacao, quanto
da inibigao das atividades moduladoras destas células na gestacado. O presente trabalho teve
como objetivo estabelecer um modelo experimental de cultivo de células uNK avaliando
desde a viabilidade das células isoladas do utero de camundongos gestantes e, testando
diversas condigdes para manipulagdo e manutencdo in vitro destas ceélulas Foram
aprimorados os procedimentos de isolamento positivo e purificacdo das células uNK de
camundongos pelo método da esfera magnética revestida com lectina DBA. Foram
conduzidos testes quanto aos efeitos dos componentes da matriz extracelular - fibronectina,
laminina e coldgeno | na sobrevida destas células e, quanto aos efeitos isolados e
combinados das interleucinas IL-2, IL-15 e GM-CSF e, das quimiocinas MIP-13 e CXCL10.
Para otimizagédo dos procedimentos destes ensaios, foi desenvovido um protocolo de cultivo
em micro-spots, visando manipular células em escala minima (5x10° células) com
reprodutibilidade e sensibilidade que permitisse a padronizagéo dos ensaios in vitro. Dentre
os componentes da matriz extracelular testados, a fibronectina proporcionou a manutengao
de maior numero de células viaveis pelo periodo de até sete dias de cultivo, enquanto a
citocina IL-15 promoveu a diferenciagdo das células uNK notadamente pelo aumento de
granulos citoplasmaticos. A quimiocina MIP-1B induziu a migragdo de células in vitro,
enquanto a CXCL10 teve um efeito inibidor desta agdo do MIP-1B. Por outro lado, as

andlises quantitativas mostraram que a combinagdo da CXCL10 e IL-15 manteve o maior



numero de células uNK aderidas ao substrato de fibronectina em periodos prolongados de
cultura, alem de promover a diferenciagao destas células. A integridade e viabilidade das
células uNK pode ser comprovada pela amplificagdo de transcriptomas isoladas de 5x10°
células através do RT-PCR. Porém, as reacdes imunocitoquimicas com anti-PCNA nio
demonstraram qualquer atividade proliferativa nas células uNK mantidas nestas condi¢ées
de cultivo.Estes resultados demonstram a adequagdo deste protocolo de cultivo em micro-
spot para diversos ensaios in vitro com as células uNK isoladas de camundongos mesmo em
pequenas quantidades e, um protocolo inovador para estudos da fisiologia destas células em

situagdes experimentais controladas.



ABSTRACT

The success of embryo implantation and development in the animals of hemochorial type
placentation requires beside the presence of the embryo/fetus properly, a dynamic sequential
changes at the maternal-fetal interface in the pregnant uterus. These changes are mediated
and controlled by synchronized actions of many endocrine, paracrine and autocrine factors
with commitment of several cells present at this interface. Among the peculiar features of
normal pregnant uterus, the uNK cells recruitment and accumulation has been hallmarked as
essential to modulate the maternal-fetal interface homeostasis. Otherwise, the complexity of
multiple cell-cell and cytokine-cells interactions involved at the maternal-fetal interaction of
pregnant uterus, make difficult the fully understanding of mechanisms related to the
participation of uNK cells in the immunomodulation of pregnant uterus. Therefore, it is widely
expected to establish and experimental procedures that benefit the analysis of uNK cells
behavior under controlled condition and those allowing elucidation of both activation and
inhibition of modulator activities of these cells. The present work aimed to establish an
experimental model of uNK cells culture evaluating since the viability of isolated from
pregnant mouse uterus and testing several conditions for in vitro manipulation and
maintenance of these cells. There were improved the procedures of positive isolation and
purification of mouse uNK cells by DBA lectin coated magnetic-bead method. Tests regarding
the effects of extracellular matrix components — fibronectin, lamminin and collagen | on
surviving of these cells and effects of interleukin IL-2, IL-15 and GM-CSF and, chemokines
MIP-1p and CXCL10 alone or in combination were perfomerd. To optimize the procedures of
these in vitro assays, it was set up a protocol of micro-spot culture for manipulation of minimal
scale (5.10° cells) of cells with reproducibility and sensibility. Among the extracellular matrix
components, the fibronectin promoted the maintenance of highest proportion of viable cells
during seven days culture, while the cytokine IL15 induced the uNK cell differentiation
noticeable by increasing of cytoplasmatic granules. The chemokine MIP-1B induced the cell
migration in vitro, while CXCL-10 inhibited the effect on MIP-1B. On the other hand, the
quantitative analysis showed the combination of CXCL-10 and IL-15 maintained the largest
number of uNK cells for longest time adhered on fibronectin-coated cultures, as so as, the
differentiation of these cells. However, the PCNA immunocytochemistry did not show any
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proliferation activity of uNK cells in culture. The integrity and viability of uNK cells in culture
was confirmed by RT-PCR of transcriptomes obtained from 5.10° cells. These results confirm
the adequacy of micro-spot culture as new insight using small number of uNK cells for in vitro
assays and the establishment of required conditions to maintain these cells in primary culture
to study their physiology under controlled experimental conditions.
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LISTA DE ABREVIATURAS

aa aminoacidos
Asialo-GM1 Asialo-gangliosideo gangliotetraosil-ceramida
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CCL16/HCC-4  Haemofiltrate CC chemokines-4
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1.INTRODUGAO



1.1. Historico e caracteristicas das células natural killer uterinas
(uNK)

Em 1977, STEWART & PEEL descreveram uma regiao presente no uUtero de
camundongos apenas durante a gestagao, que denominaram de glandula metrial. Esta
regido, localizada na base do endométrio mesometrial de cada sitio de desenvolvimento
embrionario, € limitada externamente pelo miométrio. Posteriormente, STEWART & PEEL,
(1980) e PEEL (1989), confirmaram a glandula metrial como uma estrutura transitoria,
formada somente a partir da implantagao do embrizo no dtero.

Estes estudos pioneiros denominaram as principais células presentes na glandula
metrial como células granulosas da glandula metrial (células GMG) por apresentarem grande
quantidade de granulos citoplasmaticos, PAS (acido periédico-Schiff) positivos, com suposta
fungao glandular (STEWART & PEEL, 1980).

A identificagdo de enzimas proteoliticas lisossémicas (PARR et al, 1990) e de
proteinas liticas como a perforina (ZHENG et al., 1991), moléculas associadas com a
atividade litica das células natural killer (NK) e T citotéxicas. A partir desta constatagao as
celulas foram denominadas de grandes linfocitos granulosos (LGL) (PARR et al., 1990). A
comprovagao de que estas células da glandula metrial do Utero gestante constituiam
populagbes de linfocitos NK foi elucidada pelo grupo canadense liderado por B.A. CROY,
utilizando uma série de camundongos knockout e mutantes imunodeficientes (CROY et al,,
1991, GUIMOND et al., 1997, GUIMOND et al., 1998). A partir destas comprovagdes, CROY
(1999) sugeriu a denominagdo de agregado linféide mesometrial da gravidez (MLAp) a
regidao onde ocorria o acimulo destas células NK, em substituicdo ao termo glandula metrial
do Utero gestante de camundongos. Paralelamente, diversos relatos consolidavam as
semelhancgas entre as células natural killer circulantes (cNK) e natural killer uterinas (uNK)
pela expressdo comum de receptores como asialo-GM1, Ly49G, NK1.1, FcR e CD45
(MUKHTAR et al., 1989; LINNEMEYER & HAMILTON, 1990) e por apresentarem granulos
que contém perforina e granzimas caracteristicos de células NK (ZHENG et al.,, 1991, COPI,
2006). Estes constatagdes asseguraram que as células GMG realmente pertenciam a
linhagem linfocitaria NK.

As células uNK estao presentes no utero de varias espécies de mamiferos. Em
humanos sa@o encontradas a partir do final da fase proliferativa, com maior quantidade na



fase secretora do ciclo menstrual (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 decidualizagdo do endométrio. Sua incidéncia
aumenta gradualmente até atingir o pico por volta do 12°dg na decidua basal (STEWART &
PEEL, 1980; PAFFARO JR, et al., 2003, WU, et al., 2006).

Segundo PAFFARO JR e colaboradores (2003), quatro subtipos morfolégicos de
células NK, que correspondem aos estagios de maturagio desta populagéo celular podem
ser identificados no ambiente uterino de camundongos. No subtipo 1, as células apresentam-
S€ menores com diametro em torno de 9um e nao contém granulos. No subtipo 2, as células
tém, em média, 13um de diametro, com presenca de poucos granulos em seu citoplasma. O
subtipo 3, apresenta a forma madura das células UNK com didmetro em torno de 26pm, com
grande quantidade de granulos. Ja no subtipo 4, as células tém diametro em torno de 30um,
apresentam condensagdo irregular da cromatina, vacuolos citoplasmaticos e granulos
pequenos, tipicamente de células em processo de apoptose. A incidéncia dos subtipos
menos diferenciados (1 e 2) é maior no inicio da gestacdo em camundongo(6-9°dg),
enquanto apés o 13°%g, ha um predominio marcante do subtipo 3 e no final da gestagao, do
subtipo 4.

Apesar das células uNK pertencerem a linhagem de linfécitos NK elas diferem em
alguns aspectos das células cNK. Em humanos, as células uNK sio CD56%" CD16"™,
diferenciando-se das células cNK que sZo, predominantemente, CD56™ CD1gb" o
(COOPER et al, 2001). Em camundongos, nd3o se conhecem os homdlogos destes
receptores, mas as células uNK apresentam afinidade pela lectina Dolichos biflorus
agglutinin (DBA), o que ndo pode ser observado nas cNK (PAFFARO JR et al., 2003).
Outro aspecto que distinguem células uNK das cNK é a expressao de receptores de
horménios. Enquanto as células uNK expressam os receptores para estrogeno ERJ e para
prolactina as células cNK expressam também, o receptor de estrégeno ERq. (DOSIOU &
GIUDICE, 2005). As células NK CD56°™ sao aparentemente mais citotéxicas, com maior
quantidade de granulos citoliticos, enquanto as células NK CD56™ "™ mostram baixa
atividade citotoxica e atuam na producao de citocinas (COOPER et af., 2001, JACOBS et al.,
2001). Portanto, apesar das semelhangas entre as células uNK e cNK, provavelmente elas
pertencam a subpopulagdes diferentes, sendo as células uNK uma subpopulagdo Unica no
ambiente uterino gravidico (CROY & KISO, 1993 HEAD, 1996).



1.2. Fungées das células uNK

Considerando a composigao dos granulos encontrados nas células uNK foi sugerido a
elas, inicialmente, a fungdo citolitica de células tumorais e de combate a microrganismos,
similar ao papel desempenhado pelas células ctNK (ZHENG et al., 1991; COOPER et al.,
2001). No entanto, nos estudos in vitro, com o intuito de avaliar a citoxicidade de células uNK
utilizando Yac-1 como células alvo, nao foi constatada atividade citolitica significativa destas
células, quando comparadas com as respostas das células cNK (CROY et al.,1991). De
modo semelhante, a fungcdo de conter a invasdo das células trofoblasticas nio foi
comprovada para as células uNK em ensaios in vitro (KAGI et al., 1994). Estes resultados
foram considerados intrigantes, uma vez que as células uNK expressam, assim como, as
células cNK, receptores de membrana com capacidade de interagir com as células
trofoblasticas (MOFFETT-KING, 2002, CROY et al, 2003a). Porém. a presenga de
receptores KIR (/nhibitory killer ig-like receptor) nas células uNK, que tém como ligante os
isotipos G e E das moléculas de antigeno leucocitidrio humano (HLA) expressas
predominantemente pelas células trofoblasticas das colunas de vilosidades coriénicas da
placenta humana (LONG et al., 1997), destituiram o paradigma do envolvimento da resposta
imune inata mediada pelas células uNK sobre o trofoblasto. De fato, as células uNK em
humanos ou roedores ndo desencadeiam respostas imune do tipo inata com atividade
citotdxica no ambiente uterino na gestagdo normal (KING, 2000, CROY et al., 2003b).

Em camundongos, os receptores da familia Ly49, em sua maioria, tém funcao similar
aos receptores KIR em humanos, estando envolvidos com o reconhecimento das células
trofoblasticas e inibigdo da atividade citotoxica das células uNK. Apesar da expressao de
receptores de ativagdo Ly49D e Ly49H, que sinalizando por meio do receptor ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) podem levar a promocio de uma acao
citolitica, as células uNK tém uma expressdo balanceada de receptores de ativacdo e
inibicdo e apresentam uma dominancia de sinais inibitérios (CROY et al., 2003b).

Estudos experimentais mais recentes demonstram a capacidade inequivoca de
producdo de citocinas e fatores de crescimento que contribuem para a homeostase do
ambiente uterino pelas células uNK. Dentre as citocinas produzidas pelas células uNK estéo
a interleucina-1 (IL-1), o fator inibidor da leucemia (LIF), fator estimulador de coldnia-1(CSF-
1) (CROY et al, 1991), Fator de necrose tumoral-a (TNFa) (PARR et al., 1995), interferon-y
(IFN-y) (CROY & KISO, 1993, PLATT & HUNT,1997, PLATT & HUNT, 1998; ASHKAR &



CROY, 1999), fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) (WANG et al., 2003) e
oxido nitrico (NO) (TRANGUCH et af., 2003).

A presenga de IFN-y no utero tem sido muito estudada, sendo seu receptor expresso
nas células deciduais, células endoteliais e células musculares lisas, presentes nos vasos
sanguineos do Utero e, também, em células trofoblasticas (CHEN et al., 1996). ASHKAR e
colaboradores (2000) realizaram experimentos utilizando camundongos knockout para IFN-y,
que apresentaram uma MLAp hipertréfica e hiperplasia de células uNK com poucos granulos
e com baixa taxa de morte celular. Outro fenémeno observado nestes animais foi que a
decidua se apresentava necrética a partir da metade da gestacdo e a maioria das artérias
nao eram remodeladas, comprovando a importancia do IFN-y para manutengao da decidua,
modificac&o das artérias uterinas, bem como para maturacao das células uNK.

ASHKAR & CROY (1999) também utilizaram em seus experimentos camundongos
fémeas tge26, que ndo possuem células NK, e comprovaram que ocorria uma significante
queda na produgéao de IFN-y durante a gestagao, afetando o ambiente uterino a semelhanca
do que era observado em animais knockout para IFN-y (ASHKAR, et al., 2000) sendo,
portanto, as uNK as principais produtoras desta citocina no utero gestante.

A LIF, citocina que tem entre suas fontes produtoras as células uNK, tem papel
fundamental na gestacéo tendo sido constatado que em animais knockout para LIF existe o
desenvolvimento do embrido até a fase de blastocisto, mas este nao consegue se implantar
na parede uterina (KIMBER, 2005). Esta citocina também esta envolvida na reac&o decidual
(STEWART, 1994) e no estimulo da produgio de gonadotrofina coriénica pelo trofoblasto
(SAWAI et al., 1995). SHARKEY e colaboradores (1999) sugeriram que a LIF tenha um papel
fundamental na mediagao de interagées entre a decidua materna e o trofoblasto, além de
estar envolvida no controle da angiogenese em humanos.

O fator de crescimento VEGF também é expresso pelas células uNK. Este fator esta
diretamente envolvido na angiogénese e hiperpermeabilidade vascular, participando na
remodelagdo vascular que ocorre no utero gravidico (WANG et al., 2003).

Outra citocina produzida pelas células uNK é a IL-1 que parece induzir a produgéo de
metaloproteinase-3 da matriz (MMP-3) que por sua vez é de grande importancia na
remodelagao da matriz extracelular (MEC) durante a gestacao (FAZLEABAS et al., 2004)

Estes relatos atestam de forma irrefutavel a participagdo e importancia das células
uNK durante a gestagado como células imunomodulatérias. Poréem, a possivel agao citotéxica
desta populagéo celular no ambiente uterino gestante permanece ainda por ser comprovada.



1.3. Fatores que atuam na diferenciagao e proliferagcao das células
uNK

Citocinas sao peptideos ou glicoproteinas que podem ser produzidas por qualquer
tipo celular e tém efeitos regulatérios em células hematopoiéticas, endocrinas, neurais, do
sistema imune e muitos outros tipos celulares. Diferentemente dos horménios, as citocinas
geralmente agem como sinais paracrinos e/ou autéerinos no tecido e somente
ocasionalmente vao para a circulagdo agindo como mediadores endocrinos (MIYAJIMA et
al., 1992, KISHIMOTO et al., 1994).

Citocinas sdo moléculas imprescindiveis na reproducéo estando envolvidas em varias
etapas deste processo tais como, no desenvolvimento folicular, na implantagdo do embrido e
no crescimento e diferenciacido do endométrio (HUNT & ROBY, 1994, SAVINO &
DARDENNE, 1995, SIMON et al., 1995, PETRAGLIA ef al., 1996). De acordo com SAITO
(2000), ha uma predominancia de citocinas produzidas por células Th2 do que aquelas
produzidas por células Th1 no ambiente uterino gestante normal. Porém, o equilibrio entre
estas duas categorias de citocinas assegura o pleno desenvolvimento da gestacao. Dentre
as citocinas produzidas tem-se IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, fator estimulador de coldnia
granulécito-macréfago (GM-CSF), fator estimulante de colonia de granulécito (G-CSF), LIF,
TNFa entre outras, que parecem ser cruciais para a homeostasia da interface materno-fetal
durante a gestacdo (DIMITRIADIS et al, 2005, CASTRO-RENDON et al., 2006). Tais
citocinas formam uma complexa rede de sinalizagdo que contribui para a manutencao da
gravidez pela modulagdo dos sistemas imune e endécerino (SAITO, 2000, CASTRO-
RENDON et al., 2006).

O acumulo das células uNK em grande proporgdo no ambiente uterino durante a
gestacao sugere que além da migracao temporal durante a gestacéo estas células possam
proliferar e diferenciar no utero gestante, moduladas por fatores locais. De acordo com
PAFFARO JR. e colaboradores (2003), as células uNK do subtipo um e dois sdo antigeno
nuclear de proliferagéo celular (PCNA) positivas no utero de camundongos prenhes. Estes
estudos sugerem que boa parte das células uNK presentes no utero de camundongos tenha
sido originada da proliferagao e diferenciacdo local de células uNK imaturas que migraram
para este local.

A IL-2 é uma citocina de 15,5KDa, que pertence & familia que inclui 1L-4, IL-7, IL-9,
IL-15 e IL-21. Sua acdo é mediada pelo complexo receptor de IL-2, presente na superficie
celular que consiste em trés subunidades, IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122) e gama (yc). Esta



ultima & compartilhada por todos os membros desta familia de citocinas (WALDMANN,
2006). As células NK quando induzidas por IL-2 sofrem proliferacido e diferenciacao
(WALDMANN, 2006) e, as células uNK €xpressam receptores de IL-2 (CROY et al, 1997), o
que e um fato intrigante pois esta molécula ndo & encontrada em altos niveis na interface
materno-fetal (JOKHI et al., 1994, KITAYA et al., 2000).

O fator GM-CSF na gestacdo é conhecido por promover o desenvolvimento do
blastocisto in vitro de embrides de bovinos (DE MORAES & HANSEN, 1997), assim como
promover o desenvolvimento de zigotos de camundongos a blastocisto (ROBERTSON et al.,
2001), o recrutamento e ativacdo de populagdes leucocitarias (WOOD et al., 1992) e a
formag&o e manutengéo da placenta (GARCIA-LLORET et al., 1994).

O GM-CSF é secretado pelas células da linhagem epitelial do trato reprodutivo de
camundongos (ROBERTSON et al., 2001) e também por celulas uNK (COOPER et af
2001). Em experimentos in vitro foi observada a produgao constitutiva de GM-CSF durante o
ciclo estral, tanto no inicio da gravidez quanto na metade da gestacdo de camundongos
(ROBERTSON et al., 1992). ROBERTSON e colaboradores (1996) demonstraram, em seus
experimentos utilizando células epiteliais uterinas, que a produgido de GM-CSF por estas
células & regulada por estrogeno, mas no por progesterona.

A interleucina-15 (IL-15) & uma molécula de 14-15kDa e um membro da familia 4a-
helice que inclue a IL-2. A agdo desta citocina ocorre via complexo receptor IL-15R
(SCHLUNS et al., 2005). Este receptor apresenta uma subunidade IL-15-Raq, IL-2RB e a
subunidade gama (yc). A subunidade yc também é utilizada pelas IL-4, IL-7 e IL-9, enquanto
IL-2RB somente é utilizada para sinalizagdo de IL-2 e IL-15 (CARSON et al, 1994). Em
experimentos utilizando linhagem de células transfectadas com IL2RB e yc foi demonstrado
que ambas as subunidades s&o necessarias para a ligagéo do IL-15 e transducgéo do sinal
(CARSON et al., 1994). Apesar das similaridades entre IL-15 e IL-2 a distribuicdo de mRNA
de IL-15 e IL-15-Ra sugere que IL-15 apresenta funcdes distintas de IL-2 (WALDMANN,
2006).

IL-15 € produzida por uma grande variedade de tipos celulares como monécitos
(NIEDBALA et al., 2002), células dendriticas e macrofagos (STEVCEVA et al., 2006), células
epiteliais (REGAMEY et al, 2007). IL-15Ra esta presente em uma grande variedade de
células como linfécitos T (HUANG et al, 2007, SATO et al., 2007), linfécitos B, neutréfilos
(PELLETIER & GIRARD, 2005) e células do pulmao e figado (GIRI et al., 1994). A vasta
distribuicdo de IL-15R sugere que IL-15 medeia efeitos pleitrépicos em multiplos tipos
celulares, incluindo células que ndo tém origem linféide (STEVCEVA et al., 2006). CARSON



e colaboradores (1994) observaram que células NK expressam constitutivamente, receptores
de IL-15 e que a estimulagdo por IL-15 de células NK circulantes de humanos, leva a
producdo de citocinas, assim como ocorre quando ha adicao de IL-2.

A expressdo de IL-15R também foi identificada em células uNK (VERMA et al.,
2000). Assim como seu receptor, a molécula de IL-15 € encontrada tanto no endométrio de
humanos (KING, 2000), como no de camundongos (YE et al., 1996), tendo como produtoras
células do estroma uterino e macréfagos em humanos (CARSON et al. 1994; KELLY et al.,
2001) e camundongos (KENNEDY et al., 2000). Estudos in vitro foram realizados utilizando
células do estroma endometrial, sob condicionamento do meio de cultura com progesterona
e/ou estrégeno. Foi constatado que a progesterona € um potente indutor da expressao do
mRNA de IL-15 por estas células, enquanto o estrégeno ndo levava ao aumento dessa
expressdo. Com estes resultados pode-se constatar que a expressao de IL-15 no utero é
regida por controle hormonal (OKADA et al., 2000).

GUIMOND e colaboradores (1998) e CROY e colaboradores (2003a) em
experimentos utilizando camundongos que nao apresentavam o receptor de IL-15,
comprovaram a participagao desta molécula na regulagio da diferenciacao de uNK durante a
gravidez, pela constatagédo da nao diferenciagéo. OKADA e colaboradores (2000) verificaram
0 aumento no nivel de mRNA de IL-15 na fase secretora do Utero de humanos, o que
coincide com o pico de células CD56"" e CD16™ mostrando o envolvimento desta

molécula com as células uNK em humanos.

1.4. Recrutamento das células uNK

O recrutamento de células linfocitarias, particularmente das células T e B, & bem
estabelecido sendo um processo em cascata de quatro eventos que ocorrem em vénulas
pés-capilares de 6rgaos imunes secundarios ou locais de inflamagao (BUTCHER & PICKER,
1996; VON ADRIAN & MEMPEL, 2003). Inicialmente, ocorre uma seqiiéncia de interagdes
transitorias entre moléculas de adesdo expressas nos linfécitos circulantes (L-selectina e/ ou
integrina a4B;) e seus respectivos ligantes em vénulas endoteliais especializadas. Esta
interac&o leva os linfécitos a rolarem vagarosamente sobre o endotélio e pararem. Segue-se
uma rapida ativagdo por quimiocinas (CCL19, CCL21 e CXCL12) que induzem uma
mobilidade lateral e, temporariamente, aumentam a afinidade de LFA-1 por seu ligante,
ICAM-1. Como resultado ocorre uma firme ligacdo e a migragao transendotelial em direcéo a
maior concentragdo de quimiocina no tecido (WARNOCK et al., 2000; CONSTATIN et al.,



2000). Entre as células migratérias estao incluidos linfocitos de meméria, células dendriticas
e neutrofilos (PICKER & BUTCHER, 1992).

Uma evidéncia da migragdo das células NK CD56Y" & 5 expressio em sua
superficie de L-selectina e integrinas a, e B1 (FREY et al., 1998). Com o objetivo de avaliar o
recrutamento de células NK para o utero foram utilizados anticorpos bloqueadores de L-
selectina ou integrina a,. Estes anticorpos reduziram significantemente a adesdo e
eliminaram o aumento das células uNK no periodo pré-ovulatério em humanos. Estes
ensaios sugerem que o recrutamento é dependente do processo classico de recrutamento
celular utilizado em processos inflamatérios (VAN DEN HEUVEL ef al., 2005).

Em camundongos foi observado que estas células linfocitarias migram para o
endométrio uterino concomitante ao processo de decidualizacdo (STEWART & PEEL, 1977).
A migragao desta populagéo celular em camundongos tem inicio no 5%dg, aparentemente em
sua forma imatura, apresentando-se como pequenos linfécitos agranulares. Apos chegarem
ao utero atingem sua maturago e o nimero maximo de células UNK presentes no utero
ocorre entre o 9°dg e 13%g (PAFFARO JR et al, 2003). Em humanos, este pico ocorre
entre 6-12 semanas de gestagdo (KING, 2000). Este fato demonstra que o utero nao tem
capacidade de renovar as células UNK presentes no ambiente uterino durante o periodo
gestacional em camundongos e humanos. A migragdo de células uNK nzo é regida, ao
menos exclusivamente, por sinais provindos do feto, ja que células uNK estdo presentes em
uteros de camundongos pseudogestante (BIANCO, 2006). A presenga de precursores das
uNK em érgaos linféides primarios ou secundarios, que possam migrar para o utero, tem sido
sugerido por CHANTAKRU e colaboradores (2002), porém esta premissa é ainda
controversa.

As razbes que levam ao acumulo de células NK no ambiente uterino durante a
gestacdo permanecem em grande parte especulativas. Atualmente, ja se sabe da influéncia
de horménios esteréides como progesterona e estrogeno, no recrutamento das células NK
(DOSIOU & GIUDICE, 2005). A progesterona age estimulando a produgdo de MIP-18, que
por sua vez influencia a migragdo das células NK para o utero (KITAYA et al., 2003). A
progesterona também tem influéncia na produgdo de VEGF (POPOVICI et al, 2000; ACELIN
et al, 2002) e na expressdo de moléculas de adesdo como a L-selectina e integrina a-4
(CHANTAKRU et al., 2003).

A migracdo dos linfécitos de 6rgaos linféides para a circulagdo seguindo para os
tecidos é orquestrada por uma série de interagbes entre o tecido especifico que secreta
quimiocina e seus receptores expressos por subtipos de linfécitos (CAMPBELL & BUTCHER,
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2000). Quimiocinas sdo moléculas funcionais imprescindiveis na regulagdo do recrutamento
de linfécitos. Estas moléculas s3o peptideos de baixo peso molecular e s3o assim chamadas
por serem citocinas com fungéo quimiotatica (ZLOTNIK & YOSHIE, 2000). As quimiocinas
se ligam a receptores que sdo proteinas G transmembranas (MACKAY, 2001). As
quimiocinas agem em subpopulagdes de leucécitos aumentando sua adesio ao endotélio
pelo aumento da expresséo de moléculas de adesio na membrana das células leucocitarias
(MACKAY, 2001). Provavelmente, para o recrutamento e ativacdo dos leucécitos é
necessaria a acao sequencial ou combinada de multiplas quimiocinas (VANDAY et al., 2001).

Atualmente, ja sdo conhecidas mais de 50 quimiocinas em humanos que sao
classificadas de acordo com a configuragdo dos residuos de cisteinas na por¢ao N-terminal.
De acordo com esta classificagdo as quimiocinas s&o divididas em quatro subfamilias: CC,
CXC, C e CX3C (ROSSI & ZLOTNIK, 2000).

No utero de humanos, vérias quimiocinas sao produzidas principalmente pelas
células decidualizadas e dos vasos sangiiineos do estroma, leucécitos deciduais e
citotrofoblasto (RED-HORSE et al., 2004). JONES e colaboradores (2004) identificaram em
seus experimentos a expressado de 21 quimiocinas no endométrio de humanos em diferentes
fases do ciclo menstrual. Dentre as quimiocinas encontradas foram destacadas nove que
apresentavam uma expressdo mais significativa, ou seja: FKN, MIP-1B8, 6CKine, HCC-1,
HCC-4, IL-8, MDC, eotaxina e MCP-3.

A quimiocina MIP-1B (proteina inflamatéria de macréfago-1B) pertence a familia CC e
também € denominada CCL4 (MAURER & VON STEBUT, 2004). A MIP-1B € uma pequena
proteina de 8kDa e, em camundongos e humanos a MIP-1B & codificada por genes
contendo trés exons e dois introns localizados nos cromossomos 11 e 17, respectivamente
(MAURER & VON STEBUT, 2004). As moléculas MIP-1B sao sintetizadas como precursores
contendo 92 aminodcidos (aa) e a forma secretada (69-70 aa) é gerada por acdo de
peptidases que clivam peptideos sinais hidrofébicos (MENTEN et al., 2002).

O efeito biolégico da MIP-1B ocorre pela ligagdo especifica ao receptor CCR5
presente na superficie celular, que pertence & superfamilia de proteinas G. A ligagdo ao
receptor envolve interagdes de alta afinidade que desencadeiam uma cascata de eventos
intracelulares, levando a ativagdo da célula alvo (PROUDFOOT et al, 2003). Em
concentragbes fisiolégicas (s100ng/mL) MIP-1B & encontrada somente na forma
monomeérica. Entretanto, em altas concentragdes ocorre uma agregacao dinamica e
reversivel, mas que nado afeta a bioatividade da molécula. Ja a agregagao de moléculas de
MIP-1B com proteoglicanos parece aumentar sua atividade (MENTEN et al, 2002). A



atividade de MIP-1B é limitada pela agdo de proteases, como catepsina D, que clivam estas
moléculas (WOLF et al., 2003).

MIP-1B desempenha importante fungdo na regulacéo da migragao de células Th1 de
memoria (GAFA et al., 2007), células dendriticas (DRAKES et al., 2000) e células NK
(MAGHAZACHI et al., 1994). Recentes estudos tém demonstrado que MIP-1B é um efetor de
quimiotaxia em células NK periféricas, especificamente células NK CpD5gbotent
CD16“™(CAMPBELL et al., 2001).

Membros da familia MIP-1 orquestram respostas agudas e crénicas em locais de
injuria ou infecgdo pelo recrutamento de células pré-inflamatérias (MAURER & VON
STEBUT, 2004). Estas moléculas s3o de grande importancia nas condi¢des inflamatdrias de
muitas doencas incluindo asma, formacdo de granuloma, artrite, esclerose multipla,
pneumonia e psoriase (MURDOCH & FINN, 2000). Da mesma forma, MIP-1B é crucial para
a quimiotaxia de células T da circulagdo para tecidos com presenca de inflamacgao e
infeccdes bacterianas por Pseudomonas aeruginosa na cérnea (HAZLETT, 2007),
influenzavirus (SLADKOVA & KOSTOLANSKY, 2006) e virus da imunodeficiéncia humana-1
(DEVICO & GALLO, 2004).

No utero, a MIP-1B tem como fonte as células do estroma e sua producéo estimulada
pela progesterona. Este mesmo efeito nio & observado quando as células s3o estimuladas
por 17B-estradiol (KITAYA et al., 2003), demonstrando que a expressao de MIP-1B sofre
influéncias hormonais durante o ciclo menstrual. M IP-1B foi identificada no utero de humanos
durante a fase proliferativa e secretora, tendo seu pico de produgao na metade da fase
secretora (JONES et al., 2004). Sua producéo coincide com o pico de migragao das células
uUNK que, assim como macréfagos, neutréfilos e células T apresentam uma grande
quantidade de receptores CCR5 que se ligam a MIP-18 (RED-HORSE et al.,, 2004). Além
disso, esta quimiocina é encontrada no endométrio ao redor dos vasos sanguineos e
glandulas (KITAYA et al., 2003) o que coincide com a localizagao das células NK residentes
no utero (KING, 2000). Estas observagbes sugerem uma acao desta quimiocina sob as
células uNK.

A quimiocina da subfamilia CXC também é descrita como componente fundamental
de quimiotaxia de células leucocitarias. Este grupo € subdividido em duas classes,
dependendo da presenca do motivo glutamina-leucina—arginina (ELR), precedendo as duas
primeiras cisteinas (BAGGIOLINI, 1998). CXCL10 € uma proteina de 77aa pertencente a
familia de quimiocinas CXC nao ERL (SARRIS et al, 1993). Em humanos, o gene de
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CXCL10 esta localizado no cromossomo quatro, juntamente com outras citocinas da familia
CXC (ZLOTNIK & YOSHIE, 2000).

As quimiocinas CXCL10, CXCL-9 e CXCL11 s3o estruturalmente e funcionalmente
semelhantes, sdo induzidas por IFN-y e agem pela interagdo com o receptor de quimiocina
CXCR3 presente na superficie de células T (PANZER et al., 2007), B (HENNEKEN et al.,
2005), eosindfilos (KATOH et al., 2005), células dendriticas plasmocitéides e mieldides
(YONEYAMA et al., 2004), NK (WALD et al., 2006), dentre outros tipos celulares.

CXCL10 € expressa constitutivamente em baixos niveis no estroma do timo, bago e
linfonodos (GATTASS et al., 1994). Entretanto, sua expressao pode ser induzida por uma
variedade de células, incluindo células endoteliais (MURDOCH et al., 2002), astrécitos
(RIVIECCIO et al., 2005), queratinécitos (WENZEL et al., 2005), células mesangiais (DUQUE
et al., 1997), monécitos (PADOVAN et al., 2002) e neutréfilos (LUSTER & RAVETH, 1987).

O envolvimento da quimiocina CXCL10 em reagoes inflamatérias como na esclerose
multipla (SZCZUCINSKI & LOSY, 2007), arteriosclerose (HELLER et al., 2006) e rejeicao a
transplantes (LAZZERI et al, 2005). Nestas doengas, os niveis de CXCL10 estdo
relacionados com a infiltragdo de linfocitos no tecido comprometido, dentre as quais as
células NK. De acordo com OTTAVIANNI e colaboradores (2006), no caso da psoriase, os
queratindcitos produzem CXCL10 que induz a migragao de células NK para o local, sendo
que 80% das ceélulas NK recrutadas sdo CD56"" CD16™ e tém a fungao de amplificagao
do processo inflamatério pela liberagado de altos niveis de IFN-y. O acimulo de células NK
CD56"""" CD16%™ também pode ser observado no liquido sinovial de pacientes com artrite
inflamatéria, no liquido peritoneal de pacientes com pulmonite aguda e doengas infecciosas
pulmonares (DALBETH & CALLAN, 2002; DALBETH et al., 2004).

A CXCL10 esta presente no ambiente uterino de humanos tendo como fonte
produtora as células decidualizadas do estroma uterino que sao induzidas por estradiol e
progesterona (SENTMAN et al., 2004). E interessante atentar ao fato que a produgdo de
CXCL10 coincide com o pico de migracao das células uNK, as quais expressam o receptor
CXCR3 (MACKAY, 2001; SENTMAN et al., 2004, RED-HORSE et al., 2004).

Analises realizadas por XIE e colaboradores (2005), utilizando animais CXCR3™,
mostraram que mesmo sem a indugdo da quimiocina CXCL10, as células uNK estavam
presentes no utero, ndo sendo portanto esta quimiocina imprescindivel no recrutamento das
células NK para o ambiente uterino. Contudo, a importancia desta desta quimiocina no

ambiente uterino gestante deve ser investigada.
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A FKN (fractalcina) ou CX3CL1 é o tnico membro da subfamilia CX,C (BAZAN et al,
1997) presente no ambiente uterino sendo €Xxpreéssa em grande quantidade na decidua e
vilosidades corionicas (RED-HORSE et al., 2004). Estudos feitos com NK' circulantes
mostraram que estas células apresentam o receptor CX3CR1 e séo recrutadas para tecidos
tumorais pela agdo da FKN (LAVERGNE et al., 2003). No utero, os neutréfilos e macréfagos
sofrem a influéncia desta molécula, porém, as células uNK nao apresentam o receptor
CX5;CR1 que se liga a FKN (HANNAN et al., 2004).

O fato das células uNK expressarem um repertério de receptores de quimiocinas
como CCRS que se liga a MIP-1q, MIP-18 e RANTES: CCR7 que se liga a MIP-38 e 6Ckine
(CAMPBELL et al, 2001); CXCR3 que se liga a CXCL9, CXCL10 e CXCL11 e CXCR4 que
tem afinidade por CXCL12 (RED-HORSE et al., 2004), configura a importancia das
quimiocinas no recrutamento das células uNK para o ambiente uterino.

Cumpre salientar que as quimiocinas tém também acdo comprovada em outras
fungdes além do recrutamento de células, como proliferacio e diferenciacdo, além da
ativagdo da migracao de populagdes celulares nio hematopoiéticas (SCHALL & BACON,
1994, ZLOTNIK et al., 1999, LUTHER & CYSTER, 2001). Considerando que as células uNK
sao recrutadas em sua forma imatura para o utero, é plausivel supor que a agdo das
quimiocinas juntamente com outras citocinas do ambiente uterino gestante sejam
determinantes nao apenas para a migragdo, mas também no processo de proliferacio e
diferenciagéo destas células na interface materno-fetal durante a gestacao.

1.5. Componentes da matriz extracelular do utero

A decidualizagdo do estroma endometrial durante a gestacdo compreende uma
profunda remodelacdo ndo apenas das células, mas também dos componentes da matriz
extracelular (MEC) presentes no endométrio (ABRAHAMSOHN & ZORN, 1993). Estudos
morfolégicos e imunohistoquimicos tém demonstrado uma reorganizagdo da estrutura da
matriz extracelular no endométrio de ratos, camundongos e humanos (APLIN, 1997). Dentre
as mudancas ocorridas tem-se: redugdo da densidade das fibrilas de colageno intersticial
(PARR et al., 1986), aumento de deposicdo de componentes da membrana basal (WEWER
et al, 1986) e desaparecimento do colageno tipo VI (MULHOLLAND et al.,1992). Estas
modificacées levam a formacdo de uma matriz menos compacta com fibrilas menos

espessas permitindo, assim, a penetracdo de células no local, tanto de origem fetal



(trofoblasto) (STAUN-RAM & SHALEV, 2005), como células do sistema imune de origem
materna (SHIMIZU et al., 1990).

No caso de roedores, a decidualizagio das regides antimesometrial e mesometrial
ocorre em velocidades e em espago temporal distintos. As células UNK estédo presentes em
grande quantidade exclusivamente na regido do MLAp (CROY, 1999). As razdes que
mantém estas células estritamente nesta area ainda sao pouco conhecidas. Supde-se que
0s componentes da matriz extracelular estejam envolvidos na migracao de linfécitos
periféricos para os tecidos (SHIMIZU et al., 1990) e sua subsequente localizagdo in vivo.
Durante as fases iniciais da gestagéo, as proteinas de matriz laminina, colageno tipo IV e
fibronectina séo particularmente abundantes e apresentam uma distribuicdo peculiar (APLIN,
1997).

A laminina é um dos principais constituintes glicoproteicos da membrana basal em
tecidos adultos e de embrido (TIMPL & DZIADEK, 1986), tendo como caracteristica
estrutrural trés subunidades formando uma molécula heterodimérica. Estas trés subunidades
sao distintas geneticamente e sdo denominadas de subunidades A, B1 e B2 (TIMPL et al,
1979, ENGEL et al., 1981). Sdo conhecidos atualmente 12 tipos de heterodimeros de
laminina, que estdo presentes em praticamente todos os mamiferos (COLOGNATO &
YURCHENCO, 2000). Lamininas formam redes independentes e também podem estar
associadas com colageno tipo IV formando redes que se ligam a entactina e perlecan. Elas
também se ligam a integrina e outros receptores presentes na membrana plasmatica, como o
complexo glicoproteico distroglican (COLOGNATO & YURCHENCO, 2000). Com estas
interagdes, a laminina contribui na adeso celular e diferenciagao, para o formato das células
€ seu movimento, além de contribuirem na sobrevivéncia tecidual (TUNGGAL et al., 2000).

No utero a laminina esta presente em toda a decidua basal de camundongos no 8%dg,
sendo a expressdo génica da laminina B2 a mais abundante (THOMAS & DZIADEK. 1993).
Em ratos no 8°%dg a laminina esta presente junto as zonas de decidualizagdo primaria e
secundaria (KORGUN et al., 2007).

Colageno € a principal glicoproteina do tecido conjuntivo e a mais abundante proteina
dos mamiferos, correspondendo a cerca de 25% da massa protéica total destes animais. O
colageno na MEC forma o arcabouco da maioria dos tecidos. A principal caracteristica de
uma molécula de colageno tipica é a estrutura longa e rigida da sua tripla fita helicoidal, na
qual trés cadeias polipeptidicas de colageno, denominadas cadeia a so enroladas umas as
outras, formando um coleid coil. Atualmente s3o conhecidos cerca de 20 tipos de colageno
que sao subdivididos em formadores de fibrilas (1,11, 111,V), associados a fibrilas (IX e XII,
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formadores de redes (IV e VII) e transmembranas (XVIl) (PROCKOP & KIVIRIKKO, 1995).
As propriedades fisiolégicas e bioquimicas das diferentes matrizes sao dependentes da
deposicao tecido-especifica dos diferentes tipos de colageno (CHANUT-DELALANDE et al.,
2001).

Durante o periodo de implantagdo do embrido, em camundongos, tém sido
demonstradas grandes alteragées na composicédo e distribuicdo de colageno (CARBONE et
al., 2006), sendo o mesmo encontrado principalmente na forma de finas fibrilas no ambiente
uterino (SPIESS et al., 2007).

A fibronectina € um dimero, onde suas subunidades estio ligadas por pontes
dissulfetos em uma extremidade. Esta glicoproteina de alto peso molecular contém em sua
estrutura cerca de 5% de carboidratos, que se ligam a proteinas receptoras chamadas
integrinas (LYON et al., 2000). Todas as formas de fibronectina sdo codificadas por somente
um gene, que contém cerca de 50 exons. Este gene transcreve um tnico RNA que pode ser
processado de forma alternativa, para produzir as diferentes isoformas da fibronectina
(SCHWARZBAUER & SECHLER, 1999).

A principal classe de receptores que tem funcio de mediar adesdo a MEC é a familia
das integrinas (SHEPPARD, 2000). As integrinas s3o moléculas heterodiméricas,
compostas por subunidades a e B que s&do glicoproteinas transmembrana. Cada
heterodimero tem um ligante distinto especifico que é determinado por uma combinagao
especifica de varias subunidades o e B (SHEPPARD, 2000). Os ligantes de integrinas
presentes na MEC s&o promiscuos, podendo um ligante reconhecer mais de uma integrina.
Muitas integrinas que se ligam a matriz reconhecem a seqiiéncia de aminoacidos arginina-
glicina-acido aspartico (RGD), presente em varias proteinas de matriz como a fibronectina,
colageno tipo | e vitronectina (RUOSLAHTI & PIERSCHBACHER, 1987).

A fibronectina € amplamente distribuida no estroma endometrial e esta presente ao
longo da gestagéo (BARBIAZ et al., 1996) sugerindo seu importante papel na gestacao, ja as
integrinas tem importante papel na adesao, difusdo e migracdo das células NK do sangue
periférico em MEC in vitro. Células uNK expressam trés receptores de fibronectina, as
integrinas af1, asPi e asf; (BURROWS et al, 1993), assim como o receptor de laminina
a4f4, mas nao os outros receptores como a3+, asBs, a P (BURROWS et al., 1995).

Estes dados sugerem a ligagao das células uNK a componentes especificos da matriz
extracelular, o que pode ser determinante tanto para o recrutamento e localizagdo peculiar
das células uNK no ambiente uterino, mas também influenciar as atividades funcionais

destas células na gestacio.



1.6. Isolamento e manipulagao in vitro de células uNK

As consideragdes relatadas nos itens anteriores demonstram o estado da arte dos
conhecimentos disponiveis acerca do micro ambiente uterino envolvendo interagées entre as
diversas células e fatores atuantes na interface materno-fetal do Utero gestante. Sem davida,
compreender os mecanismos que regulam o recrutamento e o estabelecimento das células
uNK no ambiente uterino, assim como, a sua participagdo como célula moduladora da
gestagcdo normal ou anormal constituem um dos grandes desafios da imunologia da
reprodugdo. Contudo, a complexidade e o dinamismo da interface materno-fetal no utero
gestante, onde coexiste o embrido alogeneico em intima associagdo com o organismo
materno, dificulta a interpretacéo e a definicdo das agdes e efeitos isolados e interativos dos
diferentes mediadores ali presentes.

Certamente, ensaios com células uNK isoladas in vitro, poderiam elucidar varios
destes mecanismos e os desafios de se estabelecer estas condi¢bes para a obtencido e
manutengao de células uNK isoladas em cultivo, se justificam plenamente.

CROY e colaboradores (1997), baseando-se no modelo de explante de tecido uterino
de camundongos prenhes idealizado por MUKHTAR & STEWART (1988), realizaram
analises sobre o comportamento das células uNK cultivadas sobre substratos de matriz
extracelular, associado a agéo das citocinas LIF, IL-2, IL-3 e GM-CSF. Apesar do explante
total do tecido uterino permitir observar células uNK em cultivo, a influencia nao controlada
dos fatores oriundos das demais células presentes no préprio explante, tais como as células
do estroma decidualizado e ndo decidualizado do endometrio, células endoteliais e outros
leucocitos presentes neste fragmento do 6rgéo, ndo permitiram elucidar quaisquer dos
mecanismos de ag&do ou da relagdo causa e efeito envolvendo as células uNK. Saliente-se
ainda que de acordo com estes autores, o DNA isolado das células uNK obtidas do
sobrenadante do cultivo do explante uterino estavam degradados (CROY et al, 1997).

Fonseca (2000), utilizou o mesmo procedimento de explante com fragmentos do
MLAp do utero gestante de camundongos e relatou que as células uUNK permanecem no
cultivo primario, como células aderidas e ndo em suspensao no sobrenadante. Esta
constatacao chama a atengdo quanto a peculiaridade do comportamento das células uNK
em cultivo, considerando que as células linfocitarias sdo mantidas em suspensao quando em

cultivo.
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Desde entdo, ndo existem outros relatos sobre ensaios utilizando células uNK em
cultivo. Este fato deve estar diretamente relacionado com a dificuldade de se isolar as células
uNK e, em parte, pela auséncia de marcadores especificos para esta populagéo celular que
permitam separar estas células das demais populagdes linfocitarias, particularmente das
celulas cNK.

Em estudos anteriores deste laboratério, demonstrou-se que a lectina DBA tem alta
afinidade para as células uNK de camundongos (PAFFARO JR et al., 2003), reagindo com
glicoconjugados de superficie destas células. Paralelamente, baseando-se nesta afinidade
da lectina DBA com glicoconjugados de superficie das células uNK, LIMA (2002),
desenvolveu um procedimento bem sucedido de isolamento de células uNK de
camundongos com esferas magnéticas revestidas com a lectina DBA.

Embora Lima (2002) ndo tenha realizado estudos quanto a viabilidade destas células
em cultivo, a partir da demonstracao de que as ceélulas uNK de camundongos podem ser
isolados e purificados de sitios de desenvolvimento embrionario, vislumbra-se o potencial
deste procedimento para o cultivo primario destas células em ensaios in vitro.

Considerando que participagdo das células uNK na gestacgao inicia-se com o seu
recrutamento para o ambiente uterino, onde o estroma endometrial da regiao do MLAp é o
local onde se verifica 0 seu acimulo, notadamente com proliferacdo e diferenciagao ao longo
da gestagdo, presume-se que este microambiente constitui uma combinagdes de fatores que
o torna um local de caracteristicas tnicas. Dentre os fatores envolvidos, 0os componentes da
matriz extracelular do estroma endometrial desta regido, assim como, as combinagbes
sequéncias de citocinas e quimiocinas liberadas nesta interface matemo-fetal devem ser
determinantes desde o recrutamento das células UNK no inicio da gestacdo e a sua
subseqtiente proliferagéo e diferenciagao neste local.

Por conseguinte, a manutencdo das células uNK em cultivo, deve exigir a
combinagao precisa destes componentes e, elucidar quais sdo aqueles essenciais para
simular as condigbes in vivo torna-se primordial para posteriormente viabilizar os manuseios
destas células para a compreensdo da participacdo destas células na modulacao da

interface materno-fetal do utero gestante.
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2. OBJETIVOS



Objetivo Geral:

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver as condi¢bes de cultivo primario

destas células para ensaios in vitro.

Objetivos Especificos:

1 — Aprimorar os procedimentos de isolamento de células uNK do utero de camundongos

gestantes.

2 - Estabelecer as condicdes de cultivo para as células uNK isoladas de camundongos,

visando a realizagdo de ensaios mltiplos.

3- Avaliar o efeito de componentes da matriz extracelular (fibronectina, laminina e colageno I)

na melhoria da viabilidade das células uNK em cultivo primario.

4 — Avaliar o beneficio das citocinas IL-15, IL.-2 e GM-CSF como potencial indutor da

proliferagao e diferenciagdo de células uNK em cultivo.

S — Avalliar o efeito das quimiocinas CXCL10 e MIP-1B na manutencao das células uNK em

cultivo.

6 - Avaliar o efeito das acbes simultaneas dos componentes da matriz, citocinas e

quimiocinas e comprovar a viabilidade das células uNK mantidas in vitro.

7 — Avaliar a express&o génica das células uNK pelo RT-PCR como estratégia para analise

funcional das células uNK mantidas em cultivo de micro-spot.



3. MATERIAL E METODOS

20



3.1. Animais

Foram utilizados 40 camundongos fémeas virgens Mus musculus da linhagem Swiss,
com idade aproximada de 08-10 semanas, provenientes do Centro Multidisciplinar para
investigacao Biologica (CEMIB).

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia
— IB/UNICAMP, expostos & luz por um periodo de 12 horas diariamente, com acesso 3 agua
e ragdo comercial ad /ibitum. Fémeas Swiss foram colocadas para acasalar com machos da
mesma linhagem, sendo a constatagdo da copula feita através do tampao vaginal, o qual 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 Instituto de Biologia, UNICAMP (Proc. N°1145-1) (Anexo
1)

Os procedimentos subseqtientes para isolamento e otimizacio dos procedimentos de

cultivo das células uNK estéo representados no organograma da Figura 1.

3.2. Isolamento das células uNK

Os animais no 8°dg foram sacrificados por deslocamento cervical, laparotomizados e
0s cornos uterinos removidos, imersos em meio Hank's (Sigma Co, St Louis/USA) e
dissecados em condigdes assépticas no interior de fluxo laminar para remogéao da regido do
agregado linféide do mesométrio associado a gravidez (MLAp).

Os MLAp foram recortados e dissociados em 1mL de DNAse (500UN/mL) (Roche,
Alemanha), por meio de repetidas aspiragdes com micropipeta acoplada a ponteira
previamente heparinizada. Esta suspensao celular foi filtrada em telas de nylon com malhas
de 80um e acrescida de 2,5mL de agua destilada durante 20 segundos para a lise das
hemacias. O equilibrio osmético foi restabelecido acrescentando 1,25mL de NaCl 3,5%.
Seguiu-se a centrifugagéo da suspensio em 213g, por 10min, a 4°C e o sedimento celular foi
lavado por de mais duas centrifugagdes.
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O sedimento celular foi recuperado em 1mL de meio Hanks adicionado de 1% de
albumina sérica bovina (BSA type V, Sigma St Louis,USA) e quantificado em camara de
Neubauer com a adigdo da solugao de azul de trypan 0,4% (Sigma Co, St Louis/USA). Para
estimar o nimero provavel de uNK em suspensao celular do MLAp, adotou-se a proporgao
de trés células uNK para cada 100 células encontradas de acordo com estudos prévios de
Lima (2002)

Foram adicionadas cinco esferas magneticas revestidas com lectina DBA por célula
UNK;, de acordo com o protocolo descrito no item 3.2.1. Ap6s adicdo das esferas magnéticas
na suspensao celular esta foi mantida em agitacao constante em rotor orbital (Dynal
Co,0slo) por 15 minutos a 4°C em tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Em seguida, o tubo
de micro-centrifuga foi acoplado no concentrador de particulas magnéticas (MPC, Dynal Co,
Oslo) para imobilizagdo das esferas NO campo magnético e remocso das células livres. A
suspensao de células livres nao associadas as esferas foi coletada e submetida a uma
segunda associagdo com esferas revestidas com lectina DBA, em iguais condigdes.

O conjunto de células, da primeira e da segunda associacao, foi ressuspenso em
solucdo de N-acetil galactosamina (Sigma Co, St Louis/USA), na concentracao de 0,1M e
homogeneizada suavemente por 15 minutos a 4°C. O recipiente foi entdo colocado no MPC,
onde as esferas magnéticas destacadas das celulas foram imobilizadas e as células livres
removidas da solugdo. As células desassociadas foram submetidas a duas lavagens em
meio RPMI 1640 por centrifugacéo em 213g, por 10min a 4°C.

As células isoladas e purificadas foram contadas em camara de Neubauer e mantidas
em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Co, St Louis/USA), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Cultilab), de glutamina a 0,02M (Sigma Co, St Louis/USA) e gentamicina
(Sigma Co, St Louis/USA) na propor¢cao 1:1000. Com este procedimento pode-se obter de 5
a 7 x 10° células/sitio de implantagéo embrionaria, totalizando, em meédia 5 x 10*

células/animal,

3.2.1 - Obtencio de esferas magnéticas conjugadas com lectina DBA

Foram testadas as esferas magneticas CELLection M450 Biotin Binder (Dynal Co,
Oslo) de 4,5um de diametro e Stretavidin Beads (Bioestapor, Merck Chimie S.A.S, France)
de 2,37um de diametro.
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3.2.1.1 - Esferas CELLeletion M450 Biotin Binder

As esferas foram revestidas com a lectina DBA biotinada (Sigma Co, St Louis/USA),
conforme protocolo estabelecido por LIMA (2002). Em resumo, uma aliquota de 25ul de
suspensao de esferas contendo 4x10® esferas/mL foi transferida para um tubo de micro-
centrifuga estéril e imobilizadas no MPC para serem lavadas em PBS 0,05M PH 7,4 com
0,1% de BSA por trés vezes. Apos as lavagens as esferas foram ressuspensas em 50ul de
PBS/BSA 0,1% e conjugadas por trinta minutos & temperatura ambiente, em agitacio, com a
lectina DBA biotinada, na proporgao de 107 esferas para cada 1ug de lectina DBA biotinada.
Em seguida, as esferas foram lavadas trés vezes em PBS/BSA 0,1% e ressuspensas no
volume de 25uL, com PBS/BSA 0,1%.

3.2.1.2 - Stretavidin Beads da BioEstapor

Foram realizados testes de associacao com as esferas Streptoavidin-Beads
(BioEstapor, Merck, France) de 2,37um de diametro, conjugadas com a lectina DBA de
acordo com as recomendacgdes do fabricante. Uma aliquota de 25uL de suspensdo de
esferas contendo 10,95x10° esferas/mL foram conjugadas, em agitagao, com a lectina DBA
biotinada, na quantidade de 2, 5, 10 e 15ug, por 30 minutos a temperatura ambiente. As
esferas magnéticas conjugadas com a lectina DBA, nas concentragbes acima, foram
utilizadas em ensaios para associagdo com células uNK na proporgao de cinco a oito esferas
por celula, de acordo com o protocolo original adotado para as esferas CELLection, assim
como, para a remogao da esfera com a N-acetil-D-galactosamina. Durante estas etapas
foram retiradas aliquotas da amostra para observacéo ao microscépio de luz (Eclipse E800)

para analise qualitativa das células.

3.3. Manipulagio das células uNK em cultivo

Foram realizados procedimentos experimentais de cultivo visando avaliar as melhores
condi¢cbes para manutencdo do maior nimero de células viaveis, pelo maior tempo de
sobrevida das células uNK isoladas, sob o efeito de componentes da matriz extracelular e

combinagdes com citocinas e quimiocinas.
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3.3.1 - Avaliacao da aderéncia das células uNK em substratos da matriz

extracelular

Para verificagdo da aderéncia celular foram utilizados laminina (Sigma Co, St
Louis/USA), na concentragao de 20ug/mL, fibronectina (Sigma Co, St Louis/USA), na
concentracdo de 2ug/mL e colageno | purificado da cauda de rato de acordo com
(ANDERSON & JACKSON, 1972), na concentragio de 20ug/mL. Estes componentes da
matriz extracelular foram utilizados na concentragao indicada pelo fabricante, esterilizados
por filtracdo em membrana (Millipore de 0,25um) e, adicionados nas superficies das placas
de quatro e 24 camaras de 13 mm de diametro (NUNC Inc, USA), ou, I&minas de vidro pré-
montadas com quatro ou oito cAmaras (NUNC Inc, USA), em volume suficiente para cobrir a
superficie. As placas e laminas foram e mantidas a 4°C por 12 horas €, apos este tempo o
excesso foi delicadamente removido e os recipientes de cultura mantidos a 4°C até completa
desidratacao da superficie.

Nos recipientes de cultivo recobertos com laminina, fibronectina ou colageno I, foram
semeadas 10 a 20 x 10° células uNK isoladas em meio RPMI 1640 (suplementado com
descrito no item 3.2), que foram incubados a 37°C com 5% de tenséo de CO,, em atmosfera
umida. Estes cultivos foram monitorados diariamente ao microscépio de contraste de fase e
0 meio substituido a cada 48 horas pelo periodo de até sete dias.

Como controle foram utilizadas placas ou laminas estéreis sem quaisquer
revestimento com componentes da matriz extra-celular. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.3.2 - Cultivo de células uNK em micro-spots

Células uNK isoladas suspensas em meio de cultura RPMI 1640, suplementado
conforme descrito no item 3.2, foram semeadas no volume de 50pL na concentragdo de
1x10° células/mL, sobre laminas de quatro camaras de cultivo, previamente revestidas com
laminina, fibronectina ou colageno, conforme descrito no item 3.3.1. Os recipientes de cultivo
foram, em seguida, preenchidos com 6leo de parafina (Sigma, St Louis, USA) cobrindo
inteiramente as gotas, isolando-as completamente do contado com o ar, conforme esquema
ilustrativo da Figura 2. As culturas foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C em

atmosfera umida pelo periodo inicial de seis horas.
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As manipulagées das células em cultivos no micro-spots foram realizadas com
capilares de vidro, de diametro interno de um milimetro, acoplados a canulas de silicone
esterilizadas e estas adaptados a microseringa (Narishigue, Japan) calibrada que permite a
afericao do volume do liquido removido ou introduzido na cultura.

3.3.2.1 - Ensaios com citocinas IL-2, IL-15 e GM-CSF

ApOs seis horas de cultivo das uNK micro-spot, o meio de cultura foi cuidadosamente
removido por aspiragdo com capilares de vidro estéreis e em seguida substituidos com igual
volume do meio de cultivo contendo IL-2 (PeproTech EC Ltd) na concentragéo de 0,2ug/mL,
IL-15 (PeproTech EC Ltd) na concentracdo de 150ng/mL e GM-CSF (PeproTech EC Ltd) na
concentragdo 0,2ug/mL. As citocinas foram preparadas, diluidas e esterilizadas conforme
recomentado pelos fabricantes e adicionadas ao meio de cultivo RPMI 1640 (suplementado
conforme item 3.3.1). Foram ainda realizados ensaios com as combinagdes IL-2 + IL-15, IL-2
+ GM-CSF, IL-15 + GM-CSF ou IL-2 + IL-15 + GM-CSE nas mesmas concentragdes
adotadas para os ensaios com as citocinas isoladas. Como controle foi adotado o cultivo de
células sobre substrato de fibronectina sem adi¢ao de citocinas.

Estes meios foram substituidos apés 48h e o desenvolvimento das culturas foi
acompanhado e fotodocumentado diariamente durante sete dias em microscépio invertido
com contraste de fase (NikonTMS, USA). Todas as analises foram realizadas em triplicada.

3.3.2.2 - Ensaios com CXCL10 e MIP-1 BelL-15

Foram utilizadas as quimiocinas MIP-1B (PeproTech EC Ltd) na concentragdo de
100ng/mL, CXCL10 (PeproTech EC Ltd) na concentragao 100ng/mL e IL-15 (PeproTech EC
Ltd) na concentragdo de 150ng/mL, diluidos em meio de cultivo RPMI 1640 suplementado
como descrito anteriormente .

Apbs seis horas de cultivo das uNK em micro-spot, o meio de cultura foi
cuidadosamente removido por aspiragéo com capilares de vidro estéreis €, em seguida,
substituidos com o meio de cultivo contendo as citocinas MIP-18 , CXCL10 isoladas e em
combinagdes de IL-15 + MIP-1B, IL-15 + CXCL10, MIP-1B + CXCL10 ou IL-15 + MIP-1B8 +
CXCL10. As células mantidas nestas condigdes foram acompanhadas pelo periodo de 24
horas e destinadas as avaliagbes de viabilidade celular, quantificacdo e proliferagao celular.
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Todos os procedimentos foram realizadas em triplicatas e, como controle foi adotado
celulas cultivadas sobre substrato de fibronectina, em meio de cultivo sem suplementagao

com citocinas ou quimiocinas.

3.3.3 - Avaliacéo da viabilidade e quantificacio celular

As células uNK mantidas em cultivo primario nas condigdes descritas em 3.2 e
mantidas segundo descrito no item 3.3.2.2 foram lavadas em PBS 0,05M pH7,4 para retirada
completa do meio de cultivo nos intervalos de 1, 12 e 24 horas. Apés a lavagem foi
acrescentada a solugéo de tripsina/EDTA (Cultilab) a temperatura ambiente tempo suficiente
para liberagdo das células, sendo imediatamente neutralizada com meio RPMI 1640
(suplementado como descrito no item 3.2). A viabilidade celular foi verificada com a adigao
da solugédo de azul de trypan 0,4% (Sigma Co, St Louis/USA) na proporcéo de 1:1 e as
células foram contadas em cdmara de Neubauer.

As quantificagbes foram realizadas em triplicatas de procedimentos, com as células
obtidas de trés animais diferentes, e as médias submetidas a analise estatistica ANOVA.

3.3.4 - Reatividade das células uNK a lectina DBA

As células uNK obtidas nas condicdes descritas em 3.2 e mantidas nas condi¢ées
descritas em 3.3.2.2 tiveram o meio de cultivo aspirado com capilar de vidro nos periodos de
1, 12 e 24 horas, as células aderidas a superficie foram lavadas com PBS 0,05M pH7,4, e
em seguida, fixadas por 45 minutos com solugdo de paraformaldeido (Sigma Co, St
Louis/USA) a 4% em PBS 0,1M pH 7.4. Seguiu-se a lavagem com tampao fosfato-salina
(PBS) 0,05M, pH7.4 e blogueio com albumina sérica bovina 1% (BSA type V, Sigma Co, St.
Louis/USA) por 30 minutos em temperatura ambiente. O material foi submetido a reacgéo
citoquimica com a lectina DBA biotinilada de acordo com o protocolo estabelecido por
PAFFARO JR e colaboradores (2003). Em seguida as células foram incubadas com
estreptoavidina-FITC (Vector Laboratories, Inc, CA/USA) por 30 minutos a temperatura
ambiente.

As reagdes foram sempre acompanhadas do controle negativo onde era omitida a
incubagao com lectina DBA. As anélises foram feitas em microscopio Nikon Eclipse E800 e
documentadas em imagem digital com o software ImagePro-Plus (Media Cybernetics, USA).

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
CESAR LATTES
DESENVOLVIMENTO DE COLECAQ
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3.3.5 - Imunocitoquimica para PCNA

As células uNK obtidas nas condigdes descritas em 3.2 e mantidas nas condigdes
descritas em 3.3.2.2 foram avaliadas por imunocitoquimica usando anticorpos anti—-PCNA
nos periodos de 1, 12 e 24 horas apés a adicdo das citocinas.

O meio de cultivo da gota foi cuidadosamente aspirado com capilar de vidro e as
células aderidas a superficie foram lavadas com PBS 0,1M PH 7,4 e em seguida fixadas por
45 minutos com solugdo de paraformaldeido (Sigma Co, St Louis/USA) a 4% em PBS 0,1M
pH 7,4. Seguiu-se a lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 e bloqueio com albumina sérica bovina
1% (BSA type V, Sigma Co, St. Louis/USA) por 30 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, as células foram submetidas a reacao imunocitoquimica com anticorpo anti-PCNA
(Bethyl Laboratories, Inc) por duas horas em temperatura ambiente. Apos foi realizada a
incubagao com anticorpo secundario anti-lgG de coelho obtido em cabra, conjugado com
Cy3 (Chemicon Laboratories, CA/USA), durante 30 minutos a temperatura ambiente.

As reacgbdes foram sempre acompanhadas do controle negativo onde era omitida a
incubag@o com o anticorpo primario. As analises foram feitas em microscopio Nikon Eclipse
E800 e documentadas em imagem digital com o software ImagePro-Plus (Media
Cybernetics, USA).

3.3.6 - Mobilidade das células uNK sob a acdo das quimiocinas MIP-18 e
CXCL10

O agar (Sigma Co, St Louis/USA) foi dissolvido na concentrag@o de 2g/L, em agua
ultrapura e autoclavada a 121,6°C por 30 minutos. Em fluxo laminar, foram adicionadas ao
agar: IL-15 (150ng/mL) ou as quimiocinas MIP-18 ou CXCL10 nas concentragdes de
100ng/mL, bem como em suas combinagdes, e diluidas em meio RPMI 1640 (suplementado
como descrito no item 3.2). O &gar semi-sélido no volume de 50uL, contendo a citocina e/ou
quimiocinas, foi delicadamente aplicado em uma das extremidades da camara (oito wells)
montadas sobre [aminas de vidro (NUNC Inc, USA) que foi mantida inclinada até o
endurecimento do agar. Deste modo, o &gar ocupava somente uma parte do camara (Fig. 3).
Como controle foi utilizado o agar com adig&o apenas do meio RPMI 1640.

As células UNK isoladas, como descrito no item 3.2, foram semeadas nas placas pré-

preparadas sendo colocadas no lado oposto da camara onde havia o agar. As observacgoes
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e documentagbes foram feitas apés 12 e 24h de cultivo a 37°C em atmosfera umida, com 5%
de CO,.

O mesmo experimento também foi realizado de modo inverso. Isto é, as células uNK
foram preparadas no interior do agar semi-sélido enquanto as citocina/quimiocina foram
adicionadas ao meio RPMI 1640 depositadas na camara cobrindo o agar.

3.3.7 - Extracdo do RNA total de células uNK em cultivo de micro-spots e

avaliacao da sua integridade pelo RT-PCR

Para realizagdo do RT-PCR (Transcricdo reversa PCR) foram realizados testes de
otimizacao da extragdo e recuperacgdo do RNA total de células uNK mantidas em cultivo de
micro-spots, contendo 5 x 10° células, assim como utilizagao de kits comerciais para avaliar
a sensibilidade e reprodutibilidade dos procedimentos destinados as analises de expressao
génica das células uNK em cultivo.

3.3.7.1 - Testes de extracao do RNA total

Nas amostras de 5 x 10° células uNK foram adicionados 800uL de Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por 5 minutos em
temperatura ambiente, para completa dissociagdo dos complexos nucleoprotéicos. Para
cada amostra foram adicionados 200uL de cloroférmio (J.T.Baker), seguindo-se
homogeneizagdo em vortex durante 30 segundos e um tempo de repouso de 3 min. a
temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 12.000g
por 15 min. a 4°C. A fase aquosa formada durante a centrifugacéo foi transferida para outro
tubo de microcentrifuga e nela adicionada a mesma quantidade de alcool isopropilico
(J.T.Baker), que foi homogeneizada e permaneceu em repouso overnight a -20°C. Apés 12h
foi realizada a centrifugagao das amostras a 12.000g por 10 min. a 4°C, para formagéo do
pellet de RNA. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1mL de alcool etilico
(J.T.Baker) 70% gelado diluido em agua DEPC (Sigma Co, St. Louis/USA), para remover o
restante de alcool isopropilico do pellet. Seguiu-se a lavagem por centrifugacdo por 10
minutos a 7.500g a 4°C. Em seguida, o etanol foi completamente removido e o RNA total foi
solubilizado em 15uL de agua DEPC. As aliquotas obtidas foram quantificadas em
espectrofémetro (A= 260 e 280nm)(NanoDrop-100 Spectrophotometer).
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Alternativamente, amostras de 5 x 10° células uNK foram submetidas a extracao do
RNA total utilizando também o kit RNAeasy Micro Kit (Qiagen), conforme as instrucdes do
fabricante, com ou sem a adicdo da poliacrilamida linear (Sigma Co, St Louis/USA),
preparada segundo GAILLARD & STRAUSS (1990). A adicao da poliacrilamida linear foi
baseada no principio da formacéo de uma rede polimerica destas moléculas que contribuem
para a precipitacdo do RNA total

Nas amostras de 5x10° células uNK isoladas foram adicionados 250uL de Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA) e, em seguida, a suspensao foi homogeneizada por 5 minutos em
temperatura ambiente. Para cada amostra foram adicionados 80uL de cloroférmio seguindo-
se homogeneizagio em vértex durante 30 segundos e um tempo de repouso de 3 minutos 3
temperatura ambiente. Decorrido esse periodo de repouso as amostras foram centrifugadas
a 12.000g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa formada durante a centrifugacao foi
transferida para outro tubo de microcentrifuga e, como etapa adicional foram adicionados
125uL de alcool isopropilico (J.T.Baker) e 20pg de poliacrilamida linear. Seguiu-se a
homogeneizagdo e manutencido da amostra em repouso overnight a -20°C. Apés 12 horas
de repouso, cada amostra foi centrifugada a 12.000g por 10 minutos a 4°C para formagao do
peliet de RNA. O sobrenadante foi entao descartado e adicionu-se 1mL de alcool etilico a
4°C (J.T.Baker), na concentragdo 70%, diluido em agua DEPC (Sigma Co, St. Louis/USA),
para a remogao do alcool isopropilico do pellet. O material foi centrifugado por 10 minutos a
7.500g a 4°C, seguida de completa remogao do etanol e solubilizagdo do RNA total isolado
em 15uL de agua DEPC. As aliquotas obtidas foram quantificadas em espectofémetro
(NanoDrop-100 Spectrophotometer) através da relagdo da densidade optica nos
comprimentos de onda de 260nm e 280nm. A solugcdo de RNA foi ajustada para a
concentracao de 2ug/uL em agua DEPC.

Para verificacdo da integridade do RNA total extraido, em gel de agarose, foram
preparadas solugdes com 2,0uL de RNA total, 3,0uL de MOPS (Invitrogen, Carlsbad, CA)
(10x), 5,0uL de formaldeido (Sigma Co, St. Louis/USA), 12,5uL de formamida (Sigma Co,
St. Louis/USA), 2,5uL de brometo de etideo (EtBr) (Invitrogen, Carlsbad, CA), tamp3ao de
corrida Load Buffer (LB) (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta solugao foi incubada por 10 minutos
a 65°C seguida da incubagéo por 2 minutos a 0-4°C. A eletroforese foi realizada em gel de
agarose a 1% (LGC Biotecnologia — Biologia Molecular/ Grupo Ciambarella) em 41,5mL
DEPC, 5mL MOPS 10%, 3,5 mL de formaldeido.
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3.3.7.3 - RT-PCR

A partir do RNA total foram obtidos os cDNA utilizando-se o kit SuperScript II
(Invitrogen, Carlsbad, CA) conforme instrugdes do fabricante.

Foram realizadas analises para determinagdo da quantidade minima de cDNA
necessario para realizagdo das reacdes de PCR, sendo testadas as concentragbes de
200ng, 500ng e 700ng de cDNA através da reagao de PCR, conforme descrito no item
3.3.7.4, utilizando o gene controle B-actina.

3.3.7.4 - PCR semi-quantitativo

O primer de B-actina utilizado [sense (gctacagcttcaccaca), antisense
(acatctgctggaaggtggac)] foi testado e otimizado em nosso laboratério em trabalho que ocorre
paralelamente, de acordo com o descrito por ASHKAR e colaboradores (2003) para
amplificagdo de 477pb.

A Tag-DNA polimerase para RT-PCR foi preparada de acordo com o protocolo do Kit
Tag-DNA polimerase (Invitrogen Carlsbad, CA) em termociclador (GeneAmp PCR System
9700 — Applied Biosystems). Para um volume final de 10uL foram utilizados: 5,0uL de agua
ultrapura autoclavada, 1,0uL 10X PCR Buffer minus Mg, 0.26uL (1,5uM) da solucédo de
50mM MgCl,, 0,8uL da solugdo de DNTP (1,2mM) (Invitrogen Carisbad, CA), 0,1uL de Tag-
polimerase, 2,0uL das amostras do cDNA e 0,5uL (3pmol) de cada primer sense e antisense.

A amplificagdo do cDNA foi em termociclador (GeneAmp PCR System 9700 —
Applied Biosystems) e denaturagéo inicial foi realizada a 94°C por 2 minutos. Em seguida,
iniciou-se os ciclos de amplificagao: desnaturag&o a 94°C por 45 segundos, o anelamento foi
feito em temperatura especifica de cada primer utilizado, por 45 segundos, a extensio da fita
de DNA complementar ocorreu a 72°C por um minuto. Utilizando o numero de ciclos ideal
para cada primer, a extensao final foi realizada a 72°C por 5 minutos e a amostra foi mantida
a4°C.

A aliquotas de 3uL adicionou-se 0,5uL de Loading buffer que foram aplicadas no gel
de 1% agarose em 1% TAE + 1,5uL EtBr (brometo de etideo). As corridas foram realizadas
no aparelho de eletroforese (Biorad Laboratories) a 75 volts. Utilizou-se 6uL do marcador A-
Hind 11l (1mg/12uL) ou 2uL de Trackl100bp DNA Ladder (Invitrogen) como referéncia. O gel
foi fotodocumentado utilizando o programa Image Master VDS Software— Pharmacia Biotech.
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4. RESULTADOS



4.1. Isolamento das células uNK e cultivo primario

Células uNK de camundongos isoladas por esferas biomagnéticas Dynal conjugadas
com lectina DBA (Fig. 4), apés desassociacdo pela agao do acucar NAc-Gal apresentaram-
se integras e vidveis quando observadas pela técnica de exclusdo do corante azul de trypan.
No protocolo utilizado foram realizadas duas associagbes de tempo maximo de 15 minutos
cada. Estas associagdes parciais sdo feitas devido ao efeito deletério da lectina DBA sobre
as células uNK (FONSECA, 2000). Nas condi¢bes utilizadas com duas associagdes
seqlenciais para o isolamento, o rendimento médio de células uNK obtidas do utero de
camundongos no 8%dg foi de 5 a 7 x 10° células/sitio de implantagao embrionaria, atingindo a
média de 5x10* células por animal doador.

Pelos testes realizados com o uso da esfera magnética BioEstapor (Fig. 5), os
resultados mostram que o rendimento final da obtencédo das células uNK foi menor em
relagdo as esferas Dynal, sendo obtidas, em média, 2,5 x 10° celulas/sitio de implantacao
embrionaria, atingindo a média de 2,5x 10* células por animal doador.

4.2. Manipulagao das células uNK em cultivo primario

4.2.1 - Efeitos dos substratos de matriz extracelular

No experimento controle, as células uNK de camundongos cultivadas em placas ou
em laminulas sem qualquer revestimento com componentes da matriz extracelular foi
observado um numero reduzido de células aderidas apés o periodo de seis horas (Fig. 6).
Nos testes de avaliagdo da ades&o celular com componentes da matriz extracelular, as
células uNK cultivadas em superficies revestidas com a fibronectina (Fig. 7) e laminina (Fig.
8) mostraram melhor ades&o quando comparadas ao controle e ao colageno |. Células
cultivadas sobre fibronectina permitiram a manipulagao do cultivo por um periodo mais longo
e apresentando uma maior quantidade de células aderidas ao longo do periodo analisado. O
revestimento com o colageno | (Fig. 9), isolado da cauda de rato, também favoreceu a
aderéncia das células uNK nos periodos de até 24 horas, mas este em menor proporgcdo em
relacédo aos demais substratos e com drastica redugao apés 48h. Entre a fibronectina e a
laminina, a primeira manteve um maior niimero de células aderidas € por um periodo mais
longo. Nao foram realizadas quantificacbes das células nas condicdes testadas, sendo a
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avaliagéo apenas comparativa em cultivos simultaneos (Quadro 1). Porém, apés sete dias a
proporcdo de células remanescentes no cultivo era bastante reduzida em todos os
tratamentos testados, sendo notéria a redugao gradual da proporgao de células integras que
permaneciam em cultivo apés quatro dias, mesmo sobre o substrato de fibronectina.
Baseado nestes resultados foi adotada a fibronectina como componente da MEC padrdo
para revestimento das camaras de cultura, para as analises subseqlientes das avaliacées
das células uNK in vitro.

Interessante observar que as células uNK passiveis de serem mantidas em cultivo na
auséncia de substrato de MEC é substancialmente menor, desde os primeiros momentos da
sua sobrevida in vitro. Da mesma forma, nos testes utilizando placas escavadas de
cavidades com ¢=13mm ou ladminas de vidro pré-montadas de quatro e oito camaras,
independentemente da presenca ou nao dos substratos de MEC, as células semeadas
dispersavam-se ocupando aleatoriamente toda a extensio da superficie, com alguma
predominancia nas bordas, dificultando o monitoramento e a analise morfolégica das células
em cultivo. Tal disperséo celular exigia a semeadura de uma concentragéo minima de 2 x
10* células por camara ou por ensaio, para que pudesse ser acompanhado e avaliado o
comportamento das células nas diferentes condigées de cultivo testados. Esta quantidade de
células exigidas para cada possivel ensaio in vitro, exigia por sua vez, um camundongo
doador por ensaio, considerando que o rendimento médio de células uNK isoladas por
animal estava em torno de 5x10* células.

A partir desta dificuldade foram testadas diversas alternativas para reduzir a
quantidade de células necessarias para os ensaios, assim como reduzir o volume dos
diversos mediadores (citocinas e quimiocinas) propostos para os testes in vitro.

Apos varios testes sobre as opgbes possiveis foram concentrados esforcos em
padronizar as condigdes para o cultivo em micro-spots, a semelhanca do sistema utilizado
para manipulagao de embrides pré-implantacionais.

Os testes resultaram no procedimento de cultivo com a utilizagdo de 5x10° células
suspensas num volume de 50uL do meio depositado na forma de uma pequena gota sobre
superficies com o tratamento prévio de fibronectina. Estas gotas, por sua vez,
completamente recobertas com 6leo mineral permitiram isolar as células em cultivo do meio
externo, reduzindo os riscos de contaminagdo, além de delimitar a area de cultivo
concentrando as células dentro do perimetro da gota. Nestas condicdes foi observado que

as células em cultivo concentradas no centro da gota facilitavam a observacao para analises
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morfol6gicas ao microscépio. Facilitavam também 0 manuseio preciso nos procedimentos de
substituicdo dos meios de cultivo utilizados nos testes.

4.2.2 - Efeitos das acées das citocinas IL-2, IL-15 e GM-CSF

Os ensaios para avaliagdo dos efeitos das citocinas IL-2, IL-15 e GM-CSF em células
uNK de camundongos foram realizados integralmente em micro-spots contendo 5x10°
células, onde o conjunto dos ensaios com estas citocinas isoladas ou em combinagéo foi
realizados com células obtidas de um Gnico animal. Os resultados foram obtidos em trés
ensaios realizados em ocasides distintas.

Neste ensaio, a condi¢do de cultivo referéncia constituiu aquela onde as células
foram semeadas sobre Iaminas com quatro ou oito camaras revestidas com fibronectina (Fig.
10) acompanhadas diariamente pelo periodo de até sete dias. Quanto as caracteristicas
morfolégicas observou-se que as células uUNK apresentavam-se pequenas, de formato
esférico, sem grandes variagées de tamanhos entre elas e o aspecto granular do citoplasma
era pouco evidente. Estas caracteristicas foram mantidas nos periodos subseqiientes de
cultivo.

Nos cultivos com o0 GM-CSF (Fig. 11), as células foram acompanhadas diariamente e
nao apresentaram mudangas significativas na sua morfologia em relagdo as células controle,
sendo constatada uma proporcdo maior de células pequenas e com citoplasma pobre em
granulos em todos os tempos em que as células foram analisadas.

As células tratadas com a citocina IL-2 (Fig. 12) apresentaram caracteristicas
morfologicas de células uNK imaturas, com pouca quantidade de granulos e a maioria das
celulas apresentavam pequeno diametro. Na observagdo destas células até 24 horas de
cultivo, foram encontradas, de forma bem rara, algumas células de tamanho aumentado e
presenga de granulos citoplasmaticos, porém estas células praticamente n3o foram
observadas nos dias subseqientes de analise.

As células uNK sob o efeito isolado de IL-15 (Fig. 13) apresentaram nos periodos
iniciais de 12-24 horas variagbes da morfologia celular sendo observadas células que
apresentavam diametro aumentado e uma grande quantidade de granulos bem evidentes.
Estas caracteristicas eram mantidas até o sétimo dia de cultivo.

As combinagdes das citocinas revelaram que IL-15 + IL-2, IL-15 + GM-CSF e IL-15 +
IL-2 + GM-CSF, apresentaram resultados semelhantes. Isto €, além de manterem um grande

numero de células morfologicamente diferenciadas, estas mantiveram-se até 6-7 dias em
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cultivo, a semelhanca das células cultivadas somente com a citocina IL-15 (dados nao
demonstrados).

Na combinagéo das citocinas, IL-2 e GM-CSF foram observadas poucas células uNK
com diametro aumentado no decorrer do tempo de cultivo analisado, sendo observadas
poucas celulas. Apés quatro dias de cultivo verificou-se uma drastica reducdo de células que
permaneciam aderidas e a morfologia das células viaveis era semelhante aquela das células
encontradas no controle (dados nao demonstrados).

4.2.3 - Efeitos das acoes de MIP-18, CXCL10 e IL-15

A partir dos ensaios realizados com as citocinas e suas combinagdes para verificar a
sobrevida das células uNK de camundongo em cultivo, a citocina IL-15 foi adotada como
referéncia para avaliar as acbes combinadas com as quimiocinas MIP-18 e CXCL10, nos
periodos de 1, 12 e 24h.. O controle foi realizado com as células cultivadas somente em
meio RPMI 1640 sobre o substrato de fibronectina (Fig.10).

Com a CXCL10 isolada n3o foram observadas alteragoes morfolégicas muito
evidentes quando as células uNK foram comparadas com o controle, apds uma hora de
contato (Fig. 14A). Porém, uma Pequena quantidade de células apresentou conteudo de
granulos mais evidentes no citoplasma. Ap6s 12 horas nota-se uma proporcao maior de
células com granulos mais evidentes e uma maior variagao do diametro celular (Fig. 14B) e,
em 24h de cultivo (Fig. 14C), era evidente o predominio de células de menor tamanho, sem a
presenca dos granulos, ou se presentes, estava de forma pouco evidente, sendo encontrada
uma populacao celular mais homogénea no que se refere ao diametro celular. Por outro
lado, foram observados fragmentos e restos celulares aderidos ao substrato.

A adicdo de MIP-18 ao meio de cultura nio resultou em alteragdes morfolégicas
significativas em relagdo ao controle em 1h (Fig. 15A). Em 12 horas a maioria das células
observadas apresentavam caracteristicas semelhantes ao controle, mas com algumas
celulas apresentando uma maior quantidade de granulos e com diametro aumentado (Fig.
15B). Em 24h de cultivo as caracteristicas morfolégicas na maioria das células eram
mantidas como as observadas no controle e sendo raras as células que apresentavam
granulagées citoplasmaticas (Fig. 15C). Uma caracteristica intrigante observada nas células
cultivadas com MIP-1B era a sua distribuicdo dispersa e distantes entre si, sendo comum

células localizadas na periferia no spot.
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A combinagdo MIP-18 e CXCL10 (Fig. 16) resultou no aumento no diametro e
granulos de algumas células. Porém, estas caracteristicas morfolégicas nao foram mantidas
em 24 horas de cultivo (Fig. 16C), sendo observada a fragmentacdo das células, 3
semelhanca do encontrado em cultivo controle.

Nas combinagdes de quimiocinas com a citocina IL-15 foi observado que a MIP-1B
(Fig. 17A), CXCL10 (Fig. 17B) ou MIP-18 + CXCL10 (Fig. 17C) apresentaram resultados
semelhantes aos observados no cultivo feito somente com IL-15. Isto &, as células tornaram-
se maiores, com citoplasma contendo maior quantidade de granulos. Na combinagéo IL-15
com CXCL10, as células apresentaram um diametro maior do que foi observado nos outros
tratamentos. Neste tratamento havia uma maior quantidade de células aderidas apos as 24
horas de cultivo.

A combinagio de IL-15 e MIP-1B promoveu a dispersao das células, a semelhanga
do que foi observado nas células cultivadas apenas com MIP-13. Este padrdo nio foi
observado na combinagéo MIP-1B + CXCL10 e nem em células cultivadas com IL-15 + MIP-
1B + CXCL10.

4.2.4 - Avaliacao da viabilidade celular

As células uNK semeadas na proporcédo de 5x10° em micro-spots com substrato de
fibronectina e sob o efeito da citocina IL-15 combinada com as quimiocinas CXCL10 e MIP-
1B foram avaliadas quanto a viabilidade pela quantificagdo, preservacao da expressao do
glicoconjugado contendo N-acetil-D-galactosamina terminal na superficie celular detectada
pela lectina DBA e integridade do mRNA, nos periodos de 1. 12 e 24 horas de cultivo.

4.2.4.1- Quantificacdo das células uNK

As células uNK semeadas na concentragdo de 5x10° células e mantidas nas
condicbes de cultivo estabelecidas foram tratadas com tripsina e a suspensdo celular
quantificada em camara de Neubauer (Grafico 1). No tempo inicial (1h), sem a adicéo das
citocinas, a média de células aderidas foi de 4800 células por micro-spot, com tendéncia a
reducdo da quantidade de células no decorrer dos periodos, porém sem diferencas
significativas.

Com a adigao das citocinas e quimiocinas isoladas ou em combinagdes, as andlises
estatisticas pelo ANOVA (p <0,05), ndo demonstraram diferengas significativas na
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quantidade de células mantidas no cultivo, exceto para células cultivadas com as
combinagdes de CXCL10 + IL-15, no tempo de 24h, onde quase a totalidade das células
uNK semeadas permaneceram viaveis no cultivo. Embora nao apresente diferencas
estatisticas em relagdo ao controle, efeito oposto pode ser constatado com a quimiocina
MIP-1B que apés 24 horas mostrou tendéncia de redugdo de células viaveis, sendo esta
significativamente menor em relagéo ao cultivo com CXCL10 + IL-15.

4.2.4.2 - Citoquimica com a lectina DBA

As células uNK de camundongos cultivadas no substrato de fibronectina foram
avaliadas quanto a sua reatividade a lectina DBA nos periodos de 1, 12 e 24 horas apés a
adigao das combinagdes de citocinas efou quimiocinas (Figs 18-22) Todos os tratamentos
(IL-15, CXCL10, MIP-1B e suas combinagdes) apresentaram células uNK positivas a lectina
DBA. Nas células controle, apesar da reatividade da lectina DBA na membrana celular, ndo
foram observados reagbes positivas no citoplasma das células (Fig. 18). Nas células
cultivadas com IL-15 (Fig. 19), além da marcagao na membrana, foi observada a intensa
marcagao de granulos citoplasmaticos, assim como com o tratamento com MIP-18 (Fig. 20)
mas nestes ultimos os granulos eram menores.

Nas células cultivadas com a quimiocina CXCL10 (Fig. 21 e 22) a reatividade para
lectina DBA estava presente tanto na membrana plasmatica como nos granulos, porém os
granulos apresentam-se menores que os encontrados nas células tratadas com IL-15. Além
disso, observou-se a presenca de restos celulares ap6s 24h de cultivo.

Com as combinagées IL-15 + MIP-1B; IL-15 + CXCL10:; MIP-18 + CXCL10; IL-15 +
MIP-18 + CXCL10 a reatividade para lectina DBA estava presente na superficie celular no
periodo inicial e nos tempos de 12 e 24 horas, as marcagdes foram observadas também nos
granulos citoplasmaticos (dados néo demonstrados).

4.2.4.3 - Imunocitoquimica com anti-PCNA

As células uNK cultivadas no substrato com fibronectina e com adicao das IL-15, MIP-
1B, ou CXCL10 e as combinagdes IL-15 + MIP-1B; IL-15 + CXCL10: MIP-13 + CXCL10; IL-15
+ MIP-18 + CXCL10, analisadas pela reacao imunocitoquimica com anti-PCNA nao

apresentaram qualquer marcagao nuclear positiva (dados nao ilustrados).
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4.2.5 - Avaliacdo da motilidade das células uNK sob a acao das quimiocinas

MIP-18 e CXCL10

O agar depositado num dos cantos da camara mantém as quimiocinas concentradas
no seu interior, enquanto as células foram semeadas na extremidade oposta da lamina
previamente revestida com fibronecitina distribuem-se de forma aleatéria nesta superficie. No
controle, onde as células foram mantidas com o agar contendo somente o meio RPM| 1640
(Fig. 23A), observaram-se as células distribuidas aleatoriamente sem que houvesse uma
concentracao em um local especifico. Observagdes semelhantes foram constadas com as
células semeadas nas camaras com o agar contendo CXCL10 (Fig. 23B), ou CXCL10 +MIP-
1B (Fig. 23D). No cultivo contendo agar com MIP-1B (Fig. 23C) ocorreu a dispersao inicial
das células até 6 horas, a semelhanca dos demais testes, porém apos 12 horas ocorre uma
concentragao de células junto ao limite do agar em proporgao visivelmente maior em relagso

aos demais cultivos.

4.2.6 - RT-PCR

4.2.6.1 - Testes da extracdo do RNA total

As amostras de RNA total extraidas a partir de 15.000 células uNK obtidas segundo o

protocolo convencional de extracdo e purificagcdo com Trizol, apresentaram uma variagao
bastante grande de valores na quantificagao pela espectroscopia de duplo comprimento de
onda (A = 260nm e 280nm). Na eletroforese em gel de agarose n&o foram observadas as
formacdes das bandas caracteristicas, sugerindo a degradagdo do RNA e/ou que a
quantidade de RNA total isolado ndo estava dentro do limiar de sensibilidade dos métodos
convencionais (dados nao ilustrados).

Com o objetivo de aperfeicoar a técnica de extracdo de RNA total para poucas
células, foram realizados testes com linfécitos isolados do baco e estes demonstraram que
para a quantidade de até 15.000 células linfocitarias, os protocolos convencionais nao
apresentam sensibilidade suficiente para identificagdo do RNA extraido, especialmente nas
eletroforeses com gel denaturante. Da mesma forma, apés as tentativas de obtencao do
cDNA a partir destes RNA totais e realizado 0 PCR com a B-actina, verificou-se que
amplificagdo génica ocorre de forma reprodutivel com o cDNA sintetizado a partir do RNA
total isolado de 107 linfécitos, mas ndo com 15x10° células (dados nao ilustrados),
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demonstrando que os métodos convencionais nio sao sensiveis o suficiente para o
isolamento do RNA e obteng@o do cDNA em quantidade necessaria para as analises em
PCR.

Mesmo com a adogdo do Kit RNAeasy Micro Kit (Qiagen), seguindo o protocolo e
instrugdes recomendados pelo fabricante para extracdo do RNAtotal a partir de 15x10°
linfécitos esplénicos ou de 15x10° uNK isoladas, a reagdo de PCR do cDNA obtido n3o
apresentou amplificagdo de B-actina (dado nao ilustrado).

Com a adogdo da precipitagdo do RNA pela poliacrilamida linear na etapa de
extracdo e com a andlise em espectrometria de alta sensibilidade (NanoDrop-100
Spectrophotometer) foi possivel quantificar o0 RNA total extraido de 5x10° células uNK recém
isoladas e do cDNA produzido a partir deste, foi possivel amplificar a B-actina (Fig. 24). Na
quantificagdo do RNA total destas amostras observou-se uma grande variacao na
concentracdo do RNA extraido que repercute nos resultados do PCR. Estas variagtes
aparentemente independem do tratamento das células uNK em cultivo sendo a amplificagdo
do trasnscriptoma para B-actina é possivel de ser detectado a partir de 500ng (Fig. 25).

Fundamentado neste protocolo de extragao do RNA total e obtengao do cDNA, fez-se
a extracao de RNA total de 5x10° células uNK em cultivo de micro-spot, submetidos aos
diversos tratamentos de citocinas e quimiocinas, conforme o protocolo 3 do item 3.3.5.1 de
todas as amostras. As analises foram realizadas em triplicata.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
CEsaR LATTES
DESENVOLYVIMENTD DE COLECAO

40



5.DISCUSSAO
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O cultivo primario de células Natural Killer-uterinas uNK foi descrito por CROY e
colaboradores (1997), adotando o explante total do endométrio de camundongos prenhes
para os ensaios in vitro. Embora o isolamento e cultivo de linfocitos de diversos tipos tenha
sido amplamente relatado (CRELLIN et al, 2007: FAUCE et al., 2007; MONTECINO-
RODRIGUEZ & DORSHKIND, 2006), inclusive com linhagens estabelecidas de células NK
de humanos (TORNROOS et al., 2007, RAHMAN et al., 2007), ndo ha, até o momento,
relatos sobre o isolamento e manutencgao de linfécitos uNK de camundongos em cultivo, de
forma sensivel e reprodutivel.

Os indicios das diferencas funcionais in vivo existentes entre as cNK e uNK
presumem que estas sejam subpopulacdes distintas €, portanto, parte das avaliagées
realizadas com as cNK n&o seriam passiveis de serem extrapoladas para as uNK. Deste
modo, neste trabalho foram realizadas analises visando a padronizagio das condicdes de
cultivo primério das células uNK, descrevendo de forma pioneira e original a viabilidade de
cultivo primario de células uNK isoladas de camundongos.

Os procedimentos de isolamento das células UNK foram desenvolvidos inicialmente
por LIMA (2002), com o uso de esferas biomagnéticas recobertas com estreptoavidina e
associadas com lectina DBA. De acordo com PAFFARO JR e colaboradores (2003), a lectina
DBA ¢ altamente seletiva para células uNK presentes em ambiente uterino de camundongos
gestantes, reagindo com glicocojugados contendo N-acetil-D-galactosamina (NAc-Gal) na
superficie celular, permitindo, portanto, um procedimento eficiente e altamente especifico
para a obtengdo destas células (LIMA, 2002). No presente trabalho, a adocao desta
metodologia confirma a reprodutibilidade do método, sendo um procedimento rapido e
eficiente, porém de rendimento ainda limitado.

Os testes realizados com as esferas Dynal e Bioestapor, revestidas com
estreptoavidina para conjugagao com a lectina biotinada, permitiram o isolamento de células
uUNK de camundongos e demonstraram que alguns fatores podem interferir tanto no
rendimento quanto na viabilidade das células obtidas. O tamanho da esfera parece interferir
de forma critica, visto que as particulas menores, mesmo com conteldo paramagnético
maior, como no caso da Bioestapor de 2,37um, que favoreceriam uma maior aderéncia na
superficie da célula e carreariam as células com maior eficiéncia no campo magnético, nao
apresentaram o rendimento esperado. De fato, com estas esferas magnéticas o rendimento
maximo n&o ultrapassou 2,5x10° células/sitic de desenvolvimento embrionario de
camundongos no 8°%dg, enquanto que com as esferas CelLection 450 da Dynal, o
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rendimento atingiu 7x10° células/sitio. Tal fato pode estar relacionado 2 peculiaridade da
célula e da molécula utilizada para o acoplamento esfera-célula. A lectina DBA, que tem alta
afinidade a glicoconjugados na superficie das células uNK, tem um efeito deletério sobre as
mesmas (FONSECA, 2000), levando 3 lise celular em intervalos de tempo préximos a 30
minutos apés a interagdo. Desta forma, a imediata remogao da lectina da superficie das uNK
€ um procedimento critico, inerente ao protocolo desenvolvido, que preconiza isolamentos
parciais sucessivos com tempo de associagdo no limite maximo de 15 minutos para cada
isolamento. A remogdo induzida por competicdo estequiométrica do sitio reativo da lectina
pela adicdo de NAc-Gal ocorre de forma relativamente eficiente com a esfera da Dynal.
Porém, as esferas menores da BioEstapor sdo mais resistentes, dificultando a remogao das
mesmas da superficie celular. Nao foram realizados testes especificos para se comprovar os
mecanismos desta interagao, porém, a forma como a estreptoavidina é conjugada na
superficie da esfera e a sua subseqtiente interagdo com a biotina da lectina podem interferir
no arranjo estereolégico da disposicdo dos sitios ativos da lectina. Cumpre lembrar que os
sitios ativos da lectina, que reagem com os terminais oligossacaridicos dos glicoconjugados
presentes na superficie das células uNK, devem ser acessiveis para a NAc-Gal, utilizada
para competir com estes sitios ativos e reverter a ligagdo para liberar as esferas da
superficie das células. De acordo com as informagdes técnicas da Dynal, a ligacdo da
estreptoavidina na superficie das esferas Cel Lection apresentam um pequeno segmento de
cDNA. Este segmento poderia constituir um espaco adicional entre o glicoconjugado alvo da
lectina na superficie das células uNK e a superficie da prépria esfera. Isso permitiria maior
acessibilidade e fluxo das moléculas de Nac-Gal no momento da desassociagdo. O maior
espaco poderia favorecer um rendimento final maior com 0 uso destas esferas em relagao
aquelas que n3o apresentam este ligante de cDNA.

A dificuldade de se isolar grande quantidade de células uNK viaveis é um fator
limitante para realizagao de ensaios, uma vez que, 10° células tem sido a quantidade média
idealizada para monitorar o comportamento e realizar bioensaios na maioria das
manipulagdes in vitro de células em cultivo (FRESHNEY, 2000).

Utilizando recipientes de cultivo disponiveis no mercado para cultivo primario de uNK,
procurou-se adaptar condigbes de reducdo na quantidade de células e meios para a
realizag&o dos ensaios in vitro. A alternativa de se realizar cultivos em micro escalas baseou-
se nas metodologias adotadas em micro-manipulagdes de ovocitos e embrides precoces
(blastocisto) (HOGAN et al., 1986). Os testes realizados para se estabelecer a menor
concentracdo de células em cultivo, passiveis de serem observadas e acompanhadas ao
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microscopio, foi de 5x10° células, manipuladas e mantidas num volume de 50uL de meio.
Uma gota de meio de cultura de S0pL mantém as células limitadas a uma pequena area e
concentradas na regido central do spot, facilitando a sua observagdo ao microscépio. O
recobrimento do spot com o éleo mineral facilita sobremaneira a manipulagdo do cultivo,
mantendo o micro-spot delimitado e estavel, com o minimo de movimentagdo e distdrbio das
células. Nos diversos experimentos realizados nestas condigbes e asseguradas as
condigbes padroes de assepsia e esterilidade dos instrumentos, nao foram constatadas
contaminagdes por fungos ou bactérias, mesmo apos sete dias de cultivo, o que assegura a
reprodutibilidade do método para os diferentes ensaios pretendidos.

O cultivo das células uNK sobre substrato de matriz extracelular (MEC) foi idealizado
a partir do fato que estas células, no ambiente uterino, encontram-se distribuidas em meio
ao estroma, embebidas e em intimo contato com a matriz extracelular (PAFFARO JR ef al.,
2003). Estas células estio confinadas ao limite territorial do MLAp no ambiente uterino
gestante (CROY et al., 1997). Portanto, alguns componentes locais do MEC devem contribuir
para o comportamento peculiar destas células no ambiente gestante, inclusive favorecendo a
sua proliferagéo e diferenciagio. De fato, os testes realizados com fibronectina, laminina e
colageno afetam diretamente o comportamento das células uNK em cultivo, favorecendo a
sua sobrevida in vitro em relacao as células cultivadas sem qualquer substrato de MEC,
sendo cultivadas até sete dias sobre substrato de fibronectina. Esta constatacédo corrobora
com os relatos de CROY & KISO (1 993) que ao utilizarem cultivo de explantes de uteros de
camundongos gestantes constataram o efeito benéfico da matriz extracelular na manutencao
das células uNK. Cumpre salientar que o cultivo de explantes de fragmentos uterinos
contendo uNK constituem um sistema complexo influenciado por diversos fatores produzidos
pelas diferentes células que o compdem (FONSECA, 2000). Neste modelo, verificava-se a
migrac&o das células uNK para fora do explante, que se mantinham aderidas aos recipientes
de cultivo, mesmo sem qualquer tratamento prévio com substratos de MEC (FONSECA,
2000). Pelos resultados dos NOssos ensaios com os diferentes componentes da MEC,
verificou-se que na auséncia destes Substratos, apés seis horas de cultivo, havia poucas
células aderidas na superficie do recipiente de cultivo. A grande maioria se mantinha em
suspensao no meio de cultivo e eram células inviaveis ou Ja degeneradas. Desta forma, o
experimento utilizando componentes da MEC demonstra de forma inequivoca o efeito dos
mesmos sobre o comportamento das células uNK in vitro, comprovando a necessidade de

um meio contendo componentes da MEC para a sua sobrevida.
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De acordo com os resultados dos experimentos com a fibronectina, viu-se mais
células aderidas quando comparado com células cultivadas sobre laminina, colageno | ou
diretamente na placa de cultivo. A fibronectina é amplamente distribuida no estroma
endometrial e esta presente ao longo da gestagao (BARBIAZ, et al, 1996, PAFFARO JR,
comunicagdo pessoal), enquanto as células UNK apresentam as integrinas a,f,, asPi € aqB;,
moléculas que interagem com a fibronectina e a integrina a.4B4 com laminina (BURROWS et
al, 1995). Desta forma, presume-se que as uNK podem interagir tanto com a fibronectina
quanto com a laminina, promovendo a sua adesao e estabilizagcdo nas superficies dos
recipientes de cultivo. A adesdo destas células através destes componentes da matriz
extracelular favorece também a viabilidade destas células, uma vez que nos cultivos sem
estes substratos as células uNK nio aderentes apresentam viabilidade substancialmente
menor.

Por outro lado, o colageno | nio apresentou igual eficiéncia na manutencao das
células uNK. O colageno purificado induz uma aderéncia inicial, porém, apos 24 horas,
restam poucas células aderidas e viaveis. Este fato pode estar relacionado com os relatos de
SPIESS e colaboradores (2007) que verificaram a nao existéncia de colageno tipo | na
decidua madura no 8%dg, estando presente na pré-decidua e no estroma nao decidualizado.
Portanto, o colageno tipo | pode estar envolvido na migragéo das células uNK para o
estroma endometrial, mas nao estaria envolvido na sobrevida destas células no utero
durante a prenhez.

O maior tempo de sobrevida para uma maior proporgao de células uNK foi constatado
quando mantidas sobre a fibronectina e, portanto, este componente da MEC foi adotado
como condicdo padrdo para os ensaios subsequentes visando a avaliagdo dos efeitos
combinados de citocinas e quimiocinas. A MEC apresenta iniumeros outros componentes que
devem ter influéncia no comportamento das células (MANGALE & REDDY, 2007). Estudos
especificos, a partir do presente experimento, merecem ser aprofundados e estendidos,
visando a melhor compreensao dos possiveis efeitos destes outros componentes e suas
combinagdes nos mecanismos relacionados com 0 comportamento das células uNK no utero
gestante.

O condicionamento dos meios de cultivo com a adic&o das citocinas IL-15, IL-2 e GM-
CSF, isoladamente e em suas combinagoes, resultam em diferentes respostas das células
uNK mantidas sobre o substrato de fibronectina. Dentre estes, os resultados da acao da IL-
15 mostram que as células uNK apresentaram tempo de sobrevida maior e com aumento de
granulos citoplasmaticos, sugerindo a diferenciacio destas células in vitro. Os resultados do
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efeito da IL-15 apés 24h demonstraram que as células tornavam-se maiores, com o
citoplasma nitidamente com maior quantidade de granulos, enquanto que no cultivo das uNK
com as outras citocinas testadas isoladamente, poucas células apresentavam tais
caracteristicas neste periodo. Este fato sugere que a viabilidade das células uNK & mantida
e sua diferenciagdo estimulada sob o efeito da IL-15 in vitro. A biogénese e actumulo dos
granulos lisosomo-secretores nas células NK € um dos pardmetros que demarcam 0
processo de diferenciacéo destas células (CROY, 1999; PAFFARO JR et al., 2003).

A IL-15 é comprovadamente expressa no ambiente uterino humano a partir da fase
secretora do ciclo menstrual (OKADA et al., 2000) e em camundongos entre o0 621 e 11%dg
(YE et al., 1996). As células uNK expressam receptores para IL-15 (CARSON et al,1994) e
a agao da citocina IL-15 induz sua proliferacéo e diferenciagao (BARBER & POLLARD, 2003:
GUIMOND et al., 1998; CROY et al., 2003b). A IL-15 é comprovadamente crucial para as
UNK, uma vez que animais knockout para IL-15 nao apresentam células uNK maduras
(KENNEDY et al., 2000).

SATO e colaboradores (2007) verificaram que a IL-15, apés se ligar ao seu receptor
na superficie celular, é internalizada pela via endossdmica, mas persiste apds a degradacao
no lisossomo. Isso permite que o complexo seja novamente reciclado para a superficie
celular e a IL-15 liberada para o meio. Assim, o complexo IL-15R/IL-15 serviria como uma
fonte persistente de IL-15 para o ambiente. Deste modo, seu efeito se torna mais prolongado
quando comparado as outras citocinas. Este mecanismo parece ser efetivo mesmo in vitro,
nas células uNK isoladas e mantidas nas condiges de cultivo aqui estabelecidas sob o]
efeito da IL-15, preservando uma das principais caracteristicas fenotipicas das células uNK.

A IL-2 n&o induziu, aparentemente, uma resposta detectavel sobre as células uNK
nas analises realizadas neste experimento, ja que estas se mantiveram com caracteristicas
semelhantes as células que nao foram submetidas & acao de qualquer citocina. A resposta
das células uNK a IL-2 é controversa, uma vez queé as mesmas apresentam receptores para
IL-2 (SAITO et al., 1993) mas, aparentemente, a citocina nao consegue induzir ativagéo da
proliferagdo, diferenciagdo ou mesmo a citotoxicidade das uNK, ao contrario do que é
verificado para as células cNK (WALDMANN, 2008). A pouca influencia da IL-2 sobre as uNK
no ambiente uterino pode ser inferida indiretamente pela auséncia da expressio do mRNA
de IL-2 neste meio (JOKHI et al., 1 994; KING et al., 1995). A citocina GM-CSF, de acordo
COm 0s nossos resultados, aparentemente, tem pouco efeito sobre as UNK mantidas in vitro.
A GM-CSF é conhecida por propiciar a diferenciagdo e proliferagéo de varias células
hematopoiéticas (JASPER et al., 2000), de células NKT (SATO et al, 1999) e levar 3
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ativac@o de células NK (RICHARD ef al., 1995). No ambiente uterino gestante foram
descritas a presenca da GM-CSF na placenta e na decidua (ROBERTSON et al.,, 1992,
1996) durante toda a gravidez. Animais knockout para GM-CSF desenvolvem prenhez
normal, indicando que esta citocina nao € essencial para o sucesso da gravidez
(ROBERTSON et al., 1999). As agdes da GM-CSF sobre as células NK, e em outras
linhagens de linfécitos, e a sua presenca no ambiente uterino (COOPER et al., 2001) faz
presumir que esta citocina apresente efeito direto sobre as células uNK. A GM-CSF ¢
produzida inclusive pela propria uNK (SAITO et al., 1983), podendo ter uma acao autécrina
durante a gestacgio. Contudo, de acordo com os nossos resultados, a GM-CSF nao induz
isoladamente alteracdes detectaveis sobre as uNK nas condi¢bes adotadas no experimento,
Ou mesmo quando em combinagdo com |L-2. Este fato, ndo exclui a possibilidade de
ativagdo ou inibigdo de varias vias metabdlicas das células uNK sob a acao desta citocina.

As quimiocinas CXCL10 (SENTMAN et al., 2004) e MIP-18 (JONES et al., 2004;
KITAYA et al, 2003) estso comprovadamente presentes no ambiente uterino e foram
atribuidas a elas o processo de migracdo das células uNK no ambiente uterino (MACKAY,
2001, SENTMAN et al., 2004, RED-HORSE ef al., 2004).

A quimiocina MIP-1B pertence a familia CC (MAURER & VON STEBUT, 2004).
Embora a presenga da MIP-1B no ambiente uterino em humanos e camundongos esteja
estabelecida, seus efeitos no utero gestante ainda sdo pouco conhecidos. Supde-se que
esteja envolvida no recrutamento de linfécitos, a semelhanca do que e observado em locais
de inflamacao (MAGHAZACHI et al.,1994; MAURER & VON STEBUT, 2004). A MIP-1B &
uma molécula capaz de induzir uma resposta quimiotatica nas células NK periféricas,
especificamente células NK CD56°™"™ CD16%™ (CAMPBELL et al, 2001). Na gestacgao a
MIP-1B8 produzida pelas células do estroma uterino tem sua producdo estimulada pela
progesterona, mas nao sob o estimulo do estradiol (KITAYA et al., 2003). Esta expressao
horménio dependente da MIP-1B coincide com a intensificagéo da migracdo das células
uNK, tanto em camundongos (PAFFARO JR et al., 2003, WU.,et al., 2006), quanto em
humanos (KOOPMAN et al., 2003: VAN DER MEER et al., 2004). Os ensaios de mobilidade
celular dos nossos experimentos comprovam que as células uNK tornam-se mais ativas
frente a quimiocina MIP-1B8, demonstrando que a capacidade migratéria detectavel apoés 12h
em direg@o a maior concentracio da mesma est4 na sua dependéncia direta.

Por outro lado, a quimiocina CXCL10 aparentemente ndo estimulou a migracao das
células uNK nos ensaios realizados. Esta nio migragao das células, poderia ser decorrente
da presenga de uma maior expressao de receptores de inibicio da familia Ly49 (CROY et
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al., 2003b). Ly49 é uma subfamilia de receptores de expressao mais significativa em células
da linhagem NK (ANDERSON et al., 2001) e que contribue para modulagdo das respostas
celulares. INNGJERDINGEN e colaboradores (2003), demonstraram que enquanto a
expressao de Ly49D (receptor de ativagdo) leva a migracao das células via aumento da
concentracao de CXCL10, a expressao de Ly49A (receptor de inibicao) inibe a migragao das
células estimuladas com CXCL10 via ITIM (immune receptor tyrosine-based inhibitory motif).
Na gestacéo ocorre um ganho de receptores Ly49 inibidores nas células uNK (CROY et al.,
2003b) e este fato pode estar diretamente relacionado com a nao ativacio da migragéo
celular via CXCL10 dependente nas células uNK in vitro (ORTALDO et al., 2001).

Interessante observar que a acao simultanea da CXCL10 e MIP-1B, assim como, a
combinagdo de CXCL10 e MIP-1B e IL-15 inibiram a migragdo das células uNK nos ensaios
realizados in vitro. Isto demonstra que CXCL10 tem um efeito inibidor da agao do MIP-1B no
ambiente uterino de camundongos. Estudos recentes demonstraram que a quimiocina
CXCL11 apresenta agéo supressora ao receptor CCR5 da quimiocina ligante ao seu receptor
(PETKOVIC et al., 2004). Considerando a grande similaridade entre CXCL10 e CXCL11, e
que por muitas vezes estas quimiocinas apresentam as mesmas fungcdes (MACKAY, 2001),
presume-se pelos resultados do experimento da migragéo das células uNK, que a CXCL10
esteja desempenhando um papel inibidor no receptor CCR5.

De acordo com JONES e colaboradores (2004), foram identificadas a expressdo de
21 quimiocinas no endométrio de humanos em diferentes fases do ciclo menstrual. Dentre as
quimiocinas encontradas foram destacadas nove que apresentavam expressées mais
significativas: FKN, MIP-1B, 6CKine, HCC-1, HCC-4, IL-8, MDC, eotaxina e MCP-3. Ja os
estudos desenvolvidos por SENTMAN e colaboradores (2004) mostraram que as
quimiocinas CXCL10 e CXCL11, ambas representantes da subfamilia CXC, estao presentes
no ambiente uterino de humanos. Deste modo, as varias quimiocinas expressas no Utero
gestante podem atuar de forma simultanea e/ou seqliencial em varias células alvo. O fato da
migragao das células uNK, quando cultivadas sob a acao das duas quimiocinas, ter sido
inibida, sugere uma dominancia da CXCL10 sob o MIP-1B. Contudo, esta acdo pode ser
concentracao dependente limitada aos microambientes de dominios restritos no endométrio
gestante. A existéncia de tais dominios ditados pela concentragéo local de quimiocinas pode
ser, inclusive, o fator limitante para as células uNK serem encontradas em areas restritas da
regiao mesometrial, ndo atingindo a regiao anti-mesometrial do estroma decidualizado em

camundongos.
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No ambiente uterino, as células uNK apresentam reatividade seletiva a lectina DBA,
permitindo a sua identificagao e localizacao, além de distin§uir morfologicamente os estagios
de diferenciagao no ambiente uterino gestante (PAFFARO JR et al, 2003).

As células uNK, apés isoladas e cultivadas em micro-spots, nos periodos de uma, 12
€ 24 horas sob efeito das citocinas IL-15, MIP-18 e CXCL10 e suas combinagdes, mantém
sua reatividade pela lectina DBA, com marcagado tanto na superficie celular quanto no
citoplasma. A reatividade desta lectina no citoplasma esta relacionada com o contetdos dos
granulos lisosomo-secretores e a presenca de marcagdo nas células uNK em cultivo, o que
sinaliza para o processo de diferenciacdo destas células. A detecgdo de maior intensidade
de reag@o no citoplasma das células uNK mantidas em cultivo nos periodos de 12 e 24
horas, confirma o gradual incremento de granulos citoplasmaticos, observado nas células
UNK em cultivo por microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC). Esta agao
indutora da maturagéo das células uNK pode ser atribuida a citocina IL-15, uma vez que as
quimiocinas MIP-1B e CXCL10, isoladamente Ou em combinagbes, nio revelaram um efeito
significativo. Ressalta-se que as celulas uNK expressam receptores para IL-15 (CARSON et
al, 1994) e a agao da citocina IL-15 induz tanto a diferenciagdo quanto a proliferagao das
celulas uNK (BARBER & POLLARD, 2003, GUIMOND et al., 1998; CROY et al., 2003b). No
entanto, a avaliagdo da possivel proliferacéo destas células in vitro, sob o efeito da IL-15,
isolada e em combinagées com as quimiocinas, realizada pelas reacdes imunocitoquimicas
para o PCNA, ndo detectou qualquer marcagdo nos nucleos das células uNK. Comprovam
ainda esta inabilidade das células uNK em desencadear o seu processo proliferativo nas
diversas condi¢des de cultivo adotadas, os resultados das quantificagbes de células que nao
demonstram aumento no ndmero de células uNK no decorrer dos intervalos de cultivos
analisados. Ao contrario, de acordo com as condi¢des de cultivo, a quantidade de células
tende a diminuir, sendo esta tendéncia menos acentuada sob o efeito da IL-15 com a
CXCL10.

De acordo com PAFFARO JR e colaboradores (2003), no utero de camundongos
estao presentes células uNK imaturas ou pouco diferenciadas e com capacidade proliferativa
(PCNA positivas), em proporgdes consideraveis na regiao do MLAp ao redor do 82 e 9°dg em
camundongos. De fato, as observacdes a fresco das células uNK isoladas no 8%g
mostraram a presenca de células pequenas e com poucos granulos, tipicamente um fendtipo
de células uNK imaturas, ao lado de células maiores, plenamente diferenciadas, com o
citoplasma repleto de granulos. O cultivo destas formas imaturas com potencial de
proliferacdo in situ, fez presumir a possibilidade de viabilizar condi¢cbes in vitro com
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manutencédo do seu potencial proliferativo. Contudo, as condigdes experimentais adotadas
no presente experimento ndo reproduziram os meios necessario e/ou adequados para esta
capacidade celular.

Por outro lado, a manutencao da integridade e viabilidade funcional das células uNK
em cultivo priméario torna-se vital visando a adogao deste sistema como potencial modelo
para ensaios in vitro. Os relatos anteriores de CROY e colaboradores (1991), que adotaram
0 explante de utero para avaliar o comportamento das células uNK em camundongos,
evidenciam uma sobrevida prolongada de até duas semanas destas células em cultivo sobre
substrato de matriz extracelular, suplementadas com citocinas. No entanto, estes autores
relataram que o DNA isolado destas células em cultivo apresentavam grau de degradacao
acentuado, impossibilitando o uso destas moléculas na avaliagdo do comportamento das
células em cultivo.

Os ensaios realizados em nossos experimentos demonstraram que as células uNK
isoladas positivamente com esferas magneticas e mantidas em cultivo apresentavam
fendtipo compativel com a de células viaveis e higidas em cultivo. A manutencio da
reatividade com a lectina DBA na superficie celular configura a manutengido de um dos
principais marcadores seletivos destas células e o gradual aumento na marcacao
citoplasmatica caracteriza a diferenciagdo destas células com a biogénese dos seus granulos
lisossomo-secretores. Além disso, os ensaios que demonstraram, de forma inequivoca, a
migragéo celular in vitro sob a acao do MIP-1B revelaram a manutencdo de uma das
principais caracteristicas inerentes a qualquer leucécito, que € a sua mobilidade quimiotatica.

A recuperagdo de mRNA integro de 5x10° células uNK isoladas, determinado pelo
PCR para a molécula de B-actina, comprova a integridade destas células e o potencial de
manutencao de suas habilidades funcionais nas condi¢bes de cultivo estabelecidas.

Cumpre salientar os diversos procedimentos testados para aprimorar métodos de
deteccdo da expressdo génica destas células mantidas em cultivo em micro-spots. A
comprovagao da capacidade de expressio génica e a integridade do mRNA isolado destas
celulas exigiram diversos ajustes e aprimoramento de técnicas para preservagido e
recuperagao do RNA total para a execucao do RT-PCR. A comprovada possibilidade de se
obter o RNA integro de células uNK em cultivo na escala de 5x10° células, traz expectativas
promissoras para futuros ensaios adotando este modelo experimental. Neste sentido, os
procedimentos de cultivo em micro-spots desenvolvidos no decorrer do presente estudo
constituem um conjunto de aprimoramentos técnicos que resultou num protocolo inovador,
contemplando o uso racional de animais doadores para cultivo primario de células uNK, além
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do uso de quantidades reduzidas de reagentes, que permitem reprodutibilidade e
sensibilidade suficientes para bioensaios in vitro. Finalmente, este modelo de cultivo e
manipulagdo de células isoladas em micro-escala devera contribuir sobremaneira na
evolugao dos conhecimentos acerca das células uNK, podendo ainda ser adotada para
cultivos e ensaios in vitro de outras populagdes celulares que necessitam de manipulacdes
em micro-escala.
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Os resultados dos experimentos realizados neste trabalho permitem concluir que:

1 - Células natural killler-uterinas (UNK) de camundongos obtidas pelo método de isolamento
positivo com esferas magnéticas conjugadas com lectina DBA apresentam viabilidade para
serem destinadas ao cultivo primario.

2- O cultivo em micro-spots mostrou-se adequado para manipular as células uNK em numero
reduzido e confinadas em 4areas restritas para o acompanhamento das respostas destas
células em condigdes experimentais.

3- Dentre os componentes da matriz extracelular (MEC) utilizadas a fibronectina favoreceu a
manutengao de maior nimero e maior tempo de sobrevida das celulas uNK em cultivo, em
relagao a laminina e colageno |, demonstrando que componentes da MEC sao determinantes
para a sobrevida destas células in vitro

4- A acédo da citocina IL-15 sobre células uNK cultivadas no substrato de fibronectina
aumenta a viabilidade e induz a diferenciagdo das células uNK in vitro, enquanto a IL-2 e
GM-CSF, isoladamente ou em combinagdes, ndo apresentam acao direta sobre as células
uNK.

S = A quimiocina MIP-1B ativa a migragado das células uNK confirmando a manutencao desta
caracteristica funcional das uNK mesmo in vitro, enquanto CXCL10 tem um efeito

antagonico, inibindo a agao da MIP-1p.

6- A agdo combinada da citocina IL-15 e da CXCL10 favorece a diferenciagdo das células
uNK mantidas no substrato de fibronectina. Porém, nenhuma das citocinas isoladamente ou
mesmo as quimiocinas nas combinacdes testadas, induziram a proliferacao das células uNK

in vitro.

7- A viabilidade das células uNK isoladas e mantidas nas condi¢bes in vitro pode ser
comprovada pela preservacao da expressao do glicoconjugado de superficie celular reativo a
lectina DBA e pela integridade do mRNA para B-actina avaliado pelo RT-PCR.
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7. ILUSTRACOES



Quadro 1: Avaliagdo semi-quantitativa de células uNK isoladas de
camundongo mantidas em cultivo sobre diferentes componentes da
matriz extracelular, ao longo de sete dias.

Periodo (dias)
0 1 2 3 4 5 6 7

Controle + + + + + + + +
Colageno | +++ | +++ + + 5 T - ;
Laminina +H++ | bt | FE | A | | A+ ++ +

Fibronectina [+++++|+++++|+++++| ++++ | +4+++ | +4+ | +++ | ++

0*: 6 horas apés o plaqueamento celular

+: avaliagéo visual das células uNK viaveis mantidas aderidas apos
substituicdo do meio de cultivo.
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Figuras 2A,B: (A) Desenho ilustrativo de uma lamina com quatro camaras de cultivo em perspectiva
mostrando as micro-gotas (em rosa) contendo as células em cultivo cobertas com 6leo mineral e, (B)
vista lateral das micro-gotas cobertas com 6leo de parafina (em amarelo) em uma das cdmaras .

Figuras 3A,B. A) Esquema ilustrativo em perspectiva da lamina com 8 cAmaras de cultivo. A
seta indica o agar (amarelo) depositado de forma inclinada em um dos cantos das camaras e
recoberto com meio de cultura (em rosa). Em (B) Fotografia em vista superior de uma camara
mostrando no seu interior o &gar num dos cantos e o seu limite (em amarelo).
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Figura 4: Fotomicrografia de célula uNK (cabecas de setas) associadas com esferas
CELLection Biotin Binder Kit Dynal (4,5um), conjugadas com lectina DBA biotinada (seta).
Células isoladas do Utero de camundongo no 8%dg. Microscopia DIC (contraste de

interferéncia diferencial)-Nikon Eclipse 800. Barra =10 um.

Figura 5: Fotomicrografia de célula uNK (cabegas de setas) associadas com esferas (seta)
BioEstapor Merk (2,37um), conjugadas com lectina DBA bictinada. Células isoladas do utero

de camundongo no 8%dg. Microscopia DIC, Nikon Eclipse 800. Barra =10um.

Figuras 6-9: Fotomicrografia de células uNK isoladas de camundongo em cultivo
observadas a fresco em microscopia DIC. Em (6) observar a presenca de células aderidas
em pequena quantidade na superficie da placa em cultura controle apds 48h da semeadura.
Em (7) notar a maior proporgéo de células aderidas quando cultivadas durante 48h em placa
previamente recoberta com fibronectina, em relacdo aquelas cultivadas em laminina (8) e

colageno tipo | (9). Microscopio invertido Olympus IX71. Barras = 30um.
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Figura 10: Fotomicrografias de células uNK de camundongo, cultivadas em micro-spots com
substrato de fibronectina em meio RPMI 1640 apés 12horas (A); 24 horas (B) e 48 horas (C)
da semeadura . Observar as células uNK de formato esférico, pequeno diametro (menores
que 10um) e granulos no citoplasma pouco evidentes. Microscopia DIC — Olympus IX71.

Barras = 10pm.

Figura 11: Fotomicrografias de células uNK de camundongo cultivadas em micro-spots com
substrato de fibronectina e meio RPMI 1640 condicionado com citocina GM-CSF apos 24
horas (A), 48 horas (B) e seis dias (C) da semeadora. Observar células uNK de pequenoc
diametro (menores que 10um), de formato esférico e granulos no citoplasma pouco
evidentes. Hemacias e restos celulares (cabecas de seta). Microscopia DIC — Olympusl X7.

Barras = 10pm.

Figura 12: Fotomicrografias de células uNK de camundongo, cultivadas em micro-spots com
substrato de fibronectina e meio RPMI 1640 condicionado com citocina IL-2 apds 24 horas
(A), 48 horas (B) e seis dias (C) da semeadura. Notar a presenca de células uNK maiores
(diametro ~10um) com gréanulos citoplasmaticos ja nos periodos inicias de cultivo. Com o
avanco do periodo a maioria das células apresentavam pequeno diametro (menor que 10pm)
e poucos granulos citoplasmaticos. Hemacias e restos celulares (cabecas de seta).

Microscopia DIC — Olympus IX7. Barra = 10pum.

Figura 13: Fotomicrografias de células uNK de camundongo, cultivadas em micro-spots
com substrato de fibronectina e meio RPMI 1640 condicionadas com IL-15. (A) A maioria das
células apos 24 horas da semeadura apresentam um diametro igual ou maior que 10um,
com citoplasma repleto de granulos (seta) e frequentemente apresentando projecoes
citoplasmaticas (cabega de seta). (B) Com 43 horas de cultivo a maioria das ceélulas
apresentam diametro avantajado, com citoplasma repleto de granulos (setas) e inumeras
projecdes citoplasmaticas (cabegas de seta). (C) apos seis dias de cultivo as celulas estao
em menor quantidade, mas estas apresentam diametro grande e granulos citoplasmaticos.
Hemacias e restos celulares (cabecas de seta). Microscopia DIC — Olympus IX7. Barras =

10um.
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Figura 14: Fotomicrografias de células uNK de camundongo, cultivadas em micro-spots com
substrato de fibronectina e meio RPMI 1640 condicionadas com CXCL10. (A) apds uma
hora, as células uNK com o seu formato arredondado, de dimensdes iguais ou inferiores a
10pum e presenga de poucos grénulos citoplasmaticos (setas); (B) apés 12 horas ha
consideravel aumento no volume celular e granulos citoplasmaticos mais evidentes de
diferentes diametros (setas), e células com dimensdes variadas. (C) apdés 24 horas
predominancia de células menores, semelhantes ao observado no controle. Presenca de

restos celulares (setas). Microscopia DIC — Olympus IX71. Barras = 10pum.

Figura 15: Fotomicrografias de células uNK de camundongo, cultivadas em micro-spots com
substrato de fibronectina e meio RPMI 1640 condicionada com MIP-18 apés uma hora de
cultivo (A) mostrando células arredondadas, de pequeno diametro e agranulares,
semelhante as células do controle; apés 12 horas (B) ha pequeno aumento no diametro de
algumas células mas sem grandes variagdes quando comparadas ao controle, apods 24
horas (C) ha predominancia de células pequenas. Microscopia DIC — Olympus [X71. Barras
= 10um

Figura 16: Fotomicrografias de células uNK de camundongo, cultivadas em micro-spots com
substrato de fibronectina e meio RPMI 1640 condicionadas com MIP-13 e CXCL10. (A) apos
uma hora mostrando células arredondadas de pequeno didmetro e agranulares; (B) apos
12horas apresentando um aumento no volume celular de algumas células e, (C) apos 24
horas com predominancia de células menores e presenca de restos celulares (setas).

Microscopia DIC — Olympus IX71. Barras = 10pm

Figura 17: Fotomicrografias de células uNK de camundongo, cultivadas em micro-spots com
substrato de fibronectina e meio RPMI 1640 suplementadas com IL-15 e a quimiocina MIP-
1B em (A) mostrando células grandes em (B) com CXCL10 ocorrendo predominio de células
de maior diametro e granulagéo citoplasmatica em comparagéo as figuras A e C e em (C)
com MIP-1B e CXCL10 mostrando predominio de células grandes com granulagdes
citoplasmaticas e presenca de restos celulares. Microscopia DIC — Olympus IX71. Barras =

10um.
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Figura 18: Fotomicrografia de células uNK isoladas de camundongo e cultivadas em micro-
spots com fibronectina e meio RPMI 1640 (Controle) ap6s 12 horas mostrando reacgao
positiva na superficie celular, porém ausente no citoplasma. Citoquimica com lectina DBA.

Barra = 10pm

Figura 19: Fotomicrografia de células uNK isoladas de camundongo e cultivadas em micro-
spots com fibronectina e meio RPMI condicionada pela IL-15 apds 12 horas. Notar reacao
positiva na membrana plasmatica e nos granulos (seta) de células grandes. Citoquimica com

lectina DBA. Barra = 10pm

Figura 20: Fotomicrografia de células uNK isoladas de camundongo e cultivadas em micro-
spots condicionados pela quimiocina MIP-13 por 12 horas, mostrando reagao positiva da

membrana citoplasmatica. Citoquimica com lectina DBA. Barra = 10pm

Figura 21: Fotomicrografia de células uNK isoladas de camundongo e cultivadas em micro-
spots com fibronectina e meio RPMI condicionada pela CXCL10 apos 12 horas. Notar reacao
positiva na membrana plasmatica (cabega de seta) e nos granulos (seta) de células.

Citoguimica com lectina DBA. Barra = 10um

Figura 22: Fotomicrografia de células uNK isoladas de camundongo e cultivadas em micro-
spots com fibronectina e meio RPMI condicionada pela CXCL10 apos 24 horas. Notar reacao
positiva na membrana plasmatica das células. Notar a presenca de fragmento celular (seta),
indicado pela seta, que também apresenta reagéo positiva pela lectina DBA. Citoguimica

com lectina DBA. Barra = 10um
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Figura 23: Fotomicrografias de células uNK de camundongo cultivadas por 12 horas no
teste de quimiotaxia conforme ilustrado na figura 3a. A linha vermelha representa o limite
entre o meio de cultura contendo as ceélulas e 0 agar contendo as quimiocinas (*). (A)
Controle — células plagueadas em substrato de fibronectina e com meio de cultura contendo
IL-15. sem a adicdo de quimiocinas no agar mostrando uma distribuigdo dispersa e poucas
células junto ao agar. (B) Células plaqueadas em substrato de fibronectina e com meio de
cultura contendo IL-15 e agar contendo CXCL10, mostrando células dispersas e pouco
concentradas junto ao agar. (C) células plaqueadas em substrato de fibronectina e com meio
de cultura contendo IL-15 e agar contendo MIP-1f mostrando a presenca de grande
quantidade de células (setas) junto as bordas do agar, devido a migragéo das celulas em
direcao ao gradiente de concentragao de MIP-1B. (D) Idem C, com o agar contendo MIP-1B e

CXCL10, com poucas células junto a area limite do agar. Barras = 10um
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Figura 24: Gel de agarose (1%) da reacdo de PCR de B-actina (1-6) a 59°C. (1)
Reacgédo de PCR utilizando 1000 linfécitos, (2) utilizando 5.10% linfocitos e (3 - 5)
utilizando 5.10° células uNK. Controle negativo em 6. (A) Track | 100bp DNA
Ladder.

477pb

Figura 25: Gel de agarose (1%) da reagéo de PCR de B-actina a 59°C, resultante
de 700ng (1) e 500ng (2) de cDNA. Notar que a expresséo do transcriptoma é
possivel de ser detectada a partir de 500ng nas condigbes de amplificacao
adotadas (A) Track | 100bp DNA Ladder.
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