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Resumo Geral

Células natural killer especificas do utero (uNK) gestante acumulam-se em grande ndmero e
desempenham multiplas fungdes durante a gestacao, As uNK podem atuar tanto como produtoras
de fatores angiogénicos que contribuem para a remodelacao vascular materna imprescindivel para
a irrigacao placentaria ou como células efetoras da resposta imune inata pela producdo de
citocinas pro-inflamatérias e o acumulo de proteinas liticas nos granulos. Contudo, se estas
multiplas funcdes sdo desempenhadas cada qual por subtipos funcionais especificos, ou ainda, se
€ uma unica célula multifuncional ndo esta definido. Uma das dificuldades no esclarecimento
destas questbes estd na falta de critérios para a identificagdo destas células adotados nas
diferentes formas de investigacdo. O presente trabalho propds no capitulo I, estabelecer uma
correlagéo entre, o fendtipo morfolégico das células uNK de camundongos identificadas in situ
através de métodos citoquimicos/imunocitoquimicos, com os imunofenétipos das células uNK
isoladas do Utero que apresentem os perfis de células citotoxico e/ou angiogénico, através da
citometria de fluxo. Os métodos citoquimicos de PAS (periodic acid Schiff) e lectina DBA(Dolichos
biflorus) e imunocitoquimica para perforina constatou que os trés métodos identificam igualmente
as células uNK no Utero em diferentes dias de gestagédo (dg) e nas duplas marcagdes, a maioria
das células uNK sao DBA*/PAS/perforina” e, estas ainda apresentando variagdes entre grandes e
ricas em granulos e pequenas isentas/pobres em granulos. Pela citometria de fluxo, as células uNK
isoladas do Utero no 9°dg eram predominantemente DBA/DX5" (>90%) e negativas para NK1.1.
Estas células uNKDBA*/DX5" eram CD3’, porem surpreendentemente expressavam CD8a (>97%).
Este imunofendtipo de célula uUNKDBA*/DX5"/CD3/CD8a" eram perforina”/TNFa® (>98%) com
expressao do receptor de ativagio Ly49H na maioria das células uNK grandes e granulares (64%)
e poucas células com receptor de inibigdo Ly491+ (~10%), confirmando o perfil citotoxico deste
imunofenétipo. Por outro lado, estas célula uNKDBA'/DX5°/CD3/CD8a" eram também
DLL1*/VEGF-A" e portanto, com perfil de células angiogénicas. Quando confrontado o perfil
citotoxico com o angiogénico, as células uNKDBA+ co-expressam o TNFa e o DIl1, confirmando
que uma mesma célula compartilha ambos os fenétipos funcionais. O capitulo Il avaliou a
expressado cronolégica e a localizagdo da molécula DI, relacionado com a remodelagéo vascular,
nas células uNKDBA® de camundongos nos periodos de 6,5, 9,5 e 11,5dg. A imunomarcagao
detectou o fendtipo uUNKDBA™/DIIT* como células pequenas agranulares no 6,5dg que coincidente
com o inicio da remodelag¢éo vascular do endométrio mesometrial e, atingem o maior numero entre
9,5 e 11,5dg na regiao central da decidua basal onde ocorre a intensa remodelacdo das artérias
espiraladas. Este conjunto de dados sugerem que as células uNKDBA+ podem apresentar
fendtipos funcionais e pode ser adotado como referéncia para identificacdo e correlagées nas
analises in-utero e exo -utero.



Abstract

A huge number of pregnancy specific natural killer cell (UNK) accumulates in the uterus and plays
multiple functions, such as angiogenic factors, producing cell contributing to the maternal vascular
remodeling critical for blood flow to placental and as innate immune responsive cells,producing pro-
inflammatory cytokines and storage of lytic protein in the granules.However, it is still unknown if
these multiple functions are played each one by specific cell subset, or, by one single
multifunctional cell. The difficulty to solve this question is mainly due to the lack of standard criteria
for identification of these cells in the different experimental approach.The present study aimed in the
chapter |, to establish the relationship between the morphological phenotype of mouse uNK cells
identified in situ by cytochemical/immunocytochemical methods and, the immune-phenotype of uNK
cells isolated from the uterus showing cytotoxic and angiogenic profile by flow cytometry analysis.All
the three, PAS (periodic acid Schiff) and DBA (Dolichos biflorus) lectin cytochemical and anti-
perforin immunocytochemical methods equally identified the uNK cells in the uteri of different
gestational day (gd) and by using combinations of double staining, the majority of uNK cells showed
DBA*/PAS"/perforin® profile and distinguished the incidence of large granule rich and small granule
less UNKDBA*/PAS"/perforin® cell subsets.By flow cytometry, most of uNK cells isolated from the
uterus at gd9 were DBA'/DX5" (>90%) and NK1.1. and CD3. Unexpectedly, this
uUNKDBA*/DX5"/CD3" was CD8a"* (>97%) and also perforina®/TNFa* (>98%). The large granule rich
uNKDBA'/DX5/CD3/CD8a’"/ perforina®/TNFa* cells were mostly Ly49H" (64%) and poorly Ly491*
(~10%). This immunophenotype confirms the uNK cell cytotoxic profile. Conversely, these
uNKDBA"/DX5*/CD3/CD8a" were also DLL1"/VEGF-A* and therefore, angiogenic cell profile.
When crossed the uNKDBA*/TNFa * cytotoxic and uNKDBA'/DLL1" angiogenic profile, majority
were UNKDBA'/TNFa */DLL1*. This result confirms the uNKDBA+ cell share both cytotoxic and
angiogenic functional phenotype.In the chapter I, was evaluated the time dependent expression
and localization of DII1 molecule related to vascular remodeling in the pregnant mice uterus. The
immune-stain detected the expression of this angiogenic activator in the uNKDBA™ cell that showed
changes in the number and localization at the maternal-fetal interface.Markedly, the uNKDBA"/DII1*
phenotype appear initially like small granule less cells at gd6.5, coincidental to the beginning of
mesometrial endometrium vascular remodeling and reach the peak number around 9.5 to 11,5gd in
the central area of decidua basalis. These are the place and time of extensive spiral artery
remodeling. Taken all together, there are varieties of uNK cell functional phenotype, but most of
them being uNKDBA”, this phenotype could be adopted as reference for uNK cell identification to

perform the correlation between in-uterus and exo-uterus analysis.
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Capitulo 1

Perfil do fendtipo da célula uNK citotoxica e angiogénica ao
microscopio e citometria de fluxo
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1 - INTRODUGAO

A gestacdo € um processo dindmico que aciona respostas do sistema imune
materno, alteracées hormonais e intensa remodelacéo tecidual do ambiente uterino. Em
mamiferos com placentacao hemocorial, como em humanos e camundongos, ao lado da
reacao decidual do endométrio (Herington et al. 2009; Ramathal et al, 2010) e a
remodelacao das artérias espiraladas (Sheikhi et al., 2007; Zhang et al., 2008, 2011) para
que haja o adequado suprimento nutricional e troca de gases concomitantemente com a
organogénese da placenta, além do grande influxo e acumulo transitério de leucécitos
(Moffet-King 2002, Zhang et al., 2010).

O acumulo de células leucocitarias , que, em outro ambiente pode promover uma
reacao inflamatoéria, no endométrio auxilina no sucesso da implantagéo do blastocisto e a
continuidade do desenvolvimento embrionario/fetal no interior do utero (Drayton et al,
2006; Sargent et al, 2006).

Em humanos, a célula Natural Killer uterina (UNK) CD37/CD56°"/CD16°™ ¢é a
populagao leucocitaria mais abundante (70-80%) encontrado no endométrio decidualizado
no primeiro trimestre (Vassiliadou, 1998; Slukvin, 1996; Bulmer and Lash, 2005, Lash et
al, 2010) ao lado de linfécitos T, macrofagos e células dendriticas (DCs) que somam
outros 20% (Vassiliadou, 1998; Slukvin, 1996). Em camundongos, ocorre igualmente a
incidéncia de populagdes leucocitérias transitérias no Utero gestante sendo identificada a
predominancia das células uNK, em detrimento de outras populagdes leucocitéarias (Croy
et al, 1997, Paffaro Jr et al, 2003, van den Heuvel et al, 2005). As atividades conhecidas
destas células no utero gestante sdo a capacidade de secretar fatores angiogenicos que
modulam as mudangas que ocorrem no Utero, principalmente a remodela¢do das artérias
espiraladas, a imunotolerancia e a regulagao da invasédo do trofoblasto (Tuckerman et al,
2010, Burke et al, 2010).

Porém, as razdes que levam ao grande acumulo de linfécitos uNK, uma célula
efetora da resposta imune inata, no ambiente uterino predominantemente durante a
gestacado e quais os mecanismos envolvidos na sua regulagdo permanecem ainda em

grande parte como um enigma na imunologia da reprodugao.

Fenétipo das células pNK (NK do sangue periférico) vs uNK (NK uterinas)

14



Atualmente, com o avanco da tecnologia e a altas sensibilidades das técnicas
experimentais utilizadas (como a da citometria de fluxo e estudos de maturacdo), a
funcionalidade das células NK periférica, permite identificar e caracterizar o perfil de
receptores relacionados a este processo e isolar as diferentes populacbes celulares
(Chiossone et al, 2009). Sabe-se que as fungbes das células NK sao controladas por um
balancgo de sinais determinados por diferentes receptores de membrana e ndo apenas por
um conjunto Unico e simples de receptores (Lanier, 2005; Moretta et al., 2004; Viviér e
Anfossi, 2004).

Assim, pode-se determinar o perfil de receptores das células NK presentes no
sangue periférico, érgaos linféides e nao linféides que originam de células troncos
progenitoras CD34°IL-2Rp-cadeia positiva do sistema hematopoiético (Colucci et al,
2003). Foram observadas que dependendo do 6rgao residente, estas células apresentam
fendtipo e fungbes diferentes. As células NK do sangue periférico (pNK) constituem
aproximadamente 8-10% da populagdo mononuclear do sangue periférico em circulagao
(Kalkunte et al, 2009).

Em humanos, a maioria das células NK é caracterizada pela auséncia de CD3 e
pela presenga de CD56. Baseado na intensidade do antigeno CD56, as células NK em
humanos séo divididas em duas populagées CD56"" e CD56"™ (Miaza et al, 1993).

Estudos de imunofenotipagem e funcionalidade revelaram que as células uNK se
assemelham as células pNK, porém, apresentam algumas diferengas. Primeiro: a
diferenca na quantidade de células, como 15% dos linfécitos circulantes sdo células NK,
enquanto as células uNK representam ~80% do numero total das células imunes
presentes no ambiente uterino. Segundo, subpopulagbes diferentes de células NK
definido pela expressao de CD56, CD16 também diferem entre as células pNK e uNK. As
células pNK contém dois subtipos diferentes CD56%™ e CD56°"" constituindo ~90 e 10%,
respectivamente, funcionalmente distintas. O subconjunto maior (CD56°™) que constitui
principalmente as células Natural Killers é também CD16", e perforina® (Miaza et al, 1993,
Tuckerman et al., 2010). CD16 tem alta afinidade no receptor FcRIll responsavel pela
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (Lanier, 2003). E o subconjunto menor
CD56”"" produzem e secretam principalmente citocinas. Enquanto as uNK sdo CD56°""
CD16“™(Cooper et al, 2001, Leonard et al., 2006; Hanna et al., 2003; Barrientos et al.,

15



2009; Blois et al, 2010), portanto com baixa atividade citotoxica e grande
produtoras/secretoras de citocinas auxiliando na modulagdo da homeostasia da interface

materno-fetal.

A presenca ou a auséncia de FcyRIll ou CD56%™ acrescenta as diferengas entre as
subpopulacdes de células NK. Deste modo, a maioria das células pNK apresentam o
fenétipo CD56°™ CD16*, enquanto o restante das células apresentam o fenétipo CD564™
CD16". Nos nédulos linféides, as expressdo de células NK predominantes sdo CD56%™
CD16" (Drayton et al, 2006, Mselle et al, 2007). No trato reprodutivo feminino em humanos
a maioria das células NK endometriais (eNK) e as células NK presentes na cervix e tubo
de falopiam possuem o fenétipo CD56™ CD16°CD9*CD94*. Por outro lado na ectocervix
e na vagina as células NK expressam CD56°"CD16* CD9*CD94" (Mselle et al, 2007).

As células uNK CD56""9" s30 portanto fenotipicamente distinguiveis das populacdes
das células pNK CD56°" baseado na expressdo de CD9, CD103, NKp30, NKp44,
NKp46, NKG2D, receptores inibidores KIR (killer inhibitory receptor) (Huntington et al,
2007; Hanna et al 2007) e um arsenal de granulos citotdéxicos repleto de perforina,
granzima A e B ao lado de uma grande producdo de citocinas que as células uNK
sintetizam na interface materno-fetal (Kopcow et al, 2005).

Estudos iniciais para identificaram das células uNK em camundongo foram
reconhecidos pela sua forma linféide e a reatividade de seus granulos citoplasmatico com
o0 reagente acido periodico de Schiffs (PAS) pela citoquimica que reage com
glicoproteinas contindos nos granulos (Chantakru et al., 2002; Stewart e Peel, 1977;
Paffaro Jr et al., 2003; Zhang et al., 2008, Croy et al., 2010). As células uNK podem ser
identificadas das demais células NK no (tero gestante in situ pela expressao de
glicoconjugados contendo N-acetil D-galactosamina (GalNAc) na superficie celular que
reagem com a lectina DBA (Dolichos biflorus), enquanto as pNK ndo expressam tais
glicoproteinas (Paffaro Jr et al, 2003; Bianco et al., 2008), sugerindo que as uNK sejam
fendtipos funcionais distintos de células pNK. A reatividade da lectina DBA nas células
uNK de camundongo ocorre na membrana celular e nos seus granulos citoplasmaticos.
Esta reatividade dupla ndo é observada em outros linfécitos ou em outros 6rgdos ou
mesmo nu Utero gestante do 12 ao 6° dg

Entre 0 6° ao 12° dg ocorre a proliferacédo das células uNK na decidua basal e tem
sido proposto quatro estagios de maturacdo baseado nos parametros morfolégicos de
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reatividade a lectinan DBA.. Sdo estes: (i) células agranulares; (ii) poucos granulos no
citoplasma; (iii) numerosos granulos citoplasmaticos e aumento de diametro e (iv)
senescentes quando as células sao fortemente granuladas e ha alteracdes no nucleo.
(Paffaro et al., 2003). Por estes critérios, no 92 dg estes quatro estagios sdo encontrados
regionalizados na decidua basal de camundongos (Paffaro et al., 2003), onde as (i) e as
(i) estao localizadas mais préximas do miométrio (regido proliferativa, agregado linféide
mesometrial da gestacdo (MLAp) e as (i) e (iv) estdo mais proxima das células
trofoblasticas (células maiores, pdés mitéticas) (Zhang et al., 2011). Apds o 12° dg inicia-se
um gradual declinio na incidéncia desta populacdo celular até o final da gestacao,
desaparecendo do Utero pos-parto (Croy et al.,, 1997, Paffaro et al., 2003). Assim, estas
diferencas dos subtipos morfolégicos de uNK determinadas pela citoquimica de lectina
DBA sugerem que haja um gradiente de estagio de maturacdo e um ciclo de vida das

células uNK no utero, cujo mecanismos de regulagdo nao é conhecido.

As informacgdes de imunofenotipagem das células uNK em camundongos sao
limitadas. Estudos sugerem que as células B220+CD11c+NK1.1+ podem ser anélagos as
células NK CD56°"" em humanos (Blasius et al, 2007) sendo identificadas em Utero
virgem de camundongo (Mallidi et al, 2009). No utero gestante, o extenso trabalho de Yadi
e colaborados (2008) que avaliaram varios periodos gestacionais demonstram que as
células uNK sao B220+ CD11c+ NK1.1+ DX5+ (fenotipo similar de células NK presentes
no sangue periférico e no bago) e predominantemente lectina DBA*. Esta populagéo de
uNK ¢ identificada ainda como sendo CD3 DX5" (Saito et al, 2008; Yadi et al, 2008) o
ainda como, CD3'CD122", o que a distingue dos linfocitos T citotéxico CD3*CD8"CD122",
(Colluci et al., 2003, Chen et al, 2012,)

Apesar da lectina DBA ter sido amplamente utilizada tanto para a identificacao e
localizagé&o das células uNK de camundongos através do método citoquimico (Paffaro Jr
et al., 2003, Croy et al., 2010, Bianco et al., 2008), quanto em suspensdes de células do
utero de camundongo pela citometria de fluxo (Yadi et al, 2008; Croy et al., 2010; Zhang
et al., 2011, Chen et al, 2012), recentemente, Croy et al (2010) reportou a incidéncia de
grande propor¢ao de células uNK DBA-/PAS+ positivas, sugerindo que a lectina DBA né&o
identifica todas as populagdes de céulas uNK no Utero gestante de camundongos. Estes
dados remetem para uma revisdo dos dados e a identificacdo das discrepancias,
considerando que Paffaro Jr et al (2003) reportaram que a lectina DBA apresentava
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células positivas em maior proporcao em relacdo aquelas identificadas pela citoquimica
de PAS.

Funcoes das células uNK na gestacao

Todos os linfécitos tém a habilidade de distinguir o self do non-self, onde as células
NK da resposta imune inata tém a capacidade de interagir € eliminar as células alvos sem
a expansao clonal ou imunomodulacao prévia. As células NK podem também influenciar a
via da resposta imune adaptativa através das interacbes com as células dendriticas
(Cooper et al, 2004; Moretta 2002) e através da sua capacidade de produz citocinas e
quimiocinas (Di Santo et al, 2006a). Durante a maturacdo das células precursoras das
células NK (NKPs) da medula 6ssea, as células NK imaturas (iNK) originarias da medula
6ssea adquirem receptores envolvidos no reconhecimento de células alvos e receptores
de ativagao e inibitérios que controlam as fung¢des efetoras das células NK (Colucci et al,
2003; Di Santo et al, 2006b). Esta dinamica de expressdo de receptores da superficie
celular permite a identificacao fenotipica destas fases, assim como, subpopulagdes que

se destinam ou localizam no diferentes érgaos.

Deste processo, as células pNK podem ser distinguidas em: imaturas (iNK) e as
maduras (mMNK) competentes, anérgicas e ativadas de érgaos periféricos como o figado,
baco e mucosas, Portanto, as células pNK ndo sdo homogéneas e existe uma ampla
variedade de subtipos destas células em camundongos (Di Santo et al, 2006b) e por
conseguinte, presume-se que as células uNK também possam apresentar
heterogeneidade fenotipica e funcional no ambiente uterino durante a gestacao.

Em humanos as células uNK CD56”" podem ser encontradas na fase
progestacional e aumentando gradativamente ao longo da fase secretéria no utero nao
gestante. Diminuem para os niveis basais durante a mestruagdo e sdo recompostas
durante a fase proliferativa (Kalkunte et al, 2008). Mantido o endométrio com 0 sucesso
da implantagcdo, a populagdo de ceélulas uNK aumentam rapidamente no endométrio
decidualizado atingindo o pico ao final do primeiro trimestre (Kitaya et al, 2007). Uma
cinética similar ocorre com as células uNK no Utero de roedores durante a gestacao.
Porém, diferente dos seres humanos pelo fato das células uNK estarem ausentes no
endométrio ndo-gestante de camundongo (Paffaro Jr et al, 2003; Kalkunte et al, 2008).
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O conteudo dos granulos citoliticos das uNK sao semelhante ao das células pNK,
sendo identificadas as perforinas, proteoglicanos e uma gama variada de enzimas
hidroliticas lisossomais tanto em roedores (Parr et al., 1990; Lima et al, 2012), quanto em
humanos (Konno et al., 1999; Rukavina et al., 2000; Sakai et al., 2004) que constituem o
arsenal citolitico em potencial para atuar na resposta imune do tipo inata. Porém, ndo ha
ainda dados experimentais que expliquem a aquisicdo dos granulos contendo as
proteinas liticas da resposta imune inata. De acordo com Lima e colaboradores (2012) a
aquisicao de granulos com conteudo citolitoco que resulta na competéncia funcional para
resposta imune inata é precedida da expressao de VEGF pelas c[elulas células uNK DBA*
ainda destituida de granulos.

A perforina € o mediador citolitico principal dos linfocitos T citotoxicos e das células
NK (Liu et al., 1995; Croy e Kassouf, 1989; Parr et al., 1990). Estudos que envolveram a
ativagdo das células pNK por IL-2 e IL-12 (Lenhmann et al., 2001) demonstraram o
aumento da ligacé@o de perforina com a célula alvo e consequentemente o aumento da lise
pela acdo desta molécula citotoxica. Com relagdo as células uNK esperava-se igual
competéncia funcional das pNK, porém as uNK nao medeiam espontaneamente a lise da
célula alvo em ensaios citoliticos comumente utilizado para pNK (Croy e Kassouf, 1989;
Parr et al., 1990). Em humanos, esta baixa citotoxicidade natural apresentada pelas uNK
tem sido atribuida a baixa expressao do receptor CD16 em relagao as pNK, cujo estimulo
induz a atividade litica das NK (Biassoni et al., 1999). Por conseguinte, os dados
experimentais disponiveis na literatura até o momento ndo comprovam a atividade
citotoxica das células uNK na gestacdo. Tal fato deve-se a dificuldade na obtencgéo de
materiais humanos na gestacao normal e, sobretudo, em situagdes que antecipem uma
perda gestacional.

Na gestacdo normal, a atividade citotdxica das céulas uNK aparentemente néo é
mobilizada e ndo ha relatos comprovados experimentalmente sobre 0os mecanismos de
regulacdo que mantém as células uNK com perfil n&o citotoxico, ou sobre os mecanismos
que possam ativar as diversas vias de resposta citotéxica tanto pela secrecdo das sua
proteinas liticas (perforina/granzimas) ou das citocinas pré-inflamatérias (TNFa, IFNg, etc)
durante a gestacdo. O aumento nos niveis de TNF-a estdo associados com abortos
(Babbage et al, 2001) e pré-eclampsia (Anim-Nyame et al, 2003), porém o que pode levar

o aumento desta citocina pro-inflamatorio na interface materno-fetal é ainda especulativo.
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As células NK de humanos e camundongos apresentam uma combinacdo do
repertério de receptores ativatorios e inibitérios (NKR- receptores Natural Killer) proprios
da resposta imune inata, muitos dos quais sdo expressos aleatoriamente, resultando em
diferentes subpopulacdes funcionais de células NK (Symons et al., 2010). A ativacao da
sua acgao citotoxica baseia-se na expressao dos receptores conhecidos como inibidores
KIR (killer inhibitory receptor) e/ou ativadores KAR (Killer activator receptor) (Lainer, 1998).

As células uNK de humanos expressam os receptores KIR, os quais reconhecem
como ligantes as moléculas dos HLA-C, HLA-G e HLA-E do MHC-Il ndo classicas
expressas pelo trofoblasto (Lainer, 1998). Esse reconhecimento entre as células uNK e o
trofoblasto constitui o principal mecanismo envolvido na tolerancia materno-fetal, pelo qual
a mae controla a implantagéo da placenta alogénica (King et al, 2000), uma vez que esta
interagao é do tipo inibidora da atividade citolitica. As moléculas Ly-49 e CD94/NKG2 sao
os receptores correspondentes do KIR expresso em camundongos e provavelmente
estaria envolvida no reconhecimento das células trofoblasticas, sem induzir a atividade
citotoxica das uNK nesta interagao (King et al, 2000, Carretero et al., 1997; Brooks et al.,
1997). Outros receptores presentes nas células NK sdo: NKG2D, Natural cytotoxicity
receptor (NCR) e de baixa afinidade FcR CD16 (Lanier, et al, 2005).

Fenotipicamente, as células uNK em humanos expressam CD56, CD38 e CD69 e
nao expressam CD3, CD4, CD8, CD16 e CD57 (Arcuri et al., 2006, Bulmer et al., 1991;
Moffett-King, 2002). Yadi e colaboradores (2008) descreveram dois subtipos distintos de
células uNK CD3'CD122" presentes na decidua e no MLAp em camundongos. Um subtipo
de uNK CD3'CD122" que nao foi encontrado no sangue periférico, expressa os receptores
de ativagéo das células uNK NKp46, NKG2D e Ly49H, mas ndo expressam NK1.1 ou
DX5.

Lima e colaboradores (2012) comprovaram a expressao de perforina nos granulos
das células uNK lectina DBA® em camundongos. Seus estudos mostraram o
esvaziamento do seu conteudo, entre elas a perda da imunomarcagao para perforina
apds indugdo da eutandsia embrionaria, provavelmente como resposta a alteragdo da
homeostasia da interface mateno-fetal, o que comprova a competéncia citolitica das
células uNK presentes no utero gestante.

Por outro lado, varios relatos salientam que as células uNK atuam favoravelmente

para o desenvolvimento pleno da gestacdo, contribuindo, entre outros, com o
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desenvolvimento da placenta (Croy et al., 2003), na manutencdo da decidua, na
angiogénese da interface materno-fetal (Guimond et al., 1998) e no controle da invaséo
do trofoblasto (Moffett-King, 2002). A primeira evidéncia experimental do beneficio das
células uNK na gestcéao foi elegantemente demostrado pelo grupo da B A Croy (Queen’s
University, Canada and former Uiversity of Guelph, Canada) utilizando animais
imunodeficientes depletados de células NK (Croy et al, 1999) e geneticamente modificado
com knockout do gene Ifn-g (Ashkar, 2001) atribuindo as células uNK a funcao de
remodelacdo das artérias espiraladas mediada pela citocina pro-inflamatério IFNy (Zhang
etal2011).

Desde entdo, acumulam-se as evidéncias A do papel regulador das células uNK
durante a gestacdo pela atividade angiogénica atuando na remodelagdo das artérias
espiraladas do utero gestante de humanos e camundongos. As células uNK em humanos,
nas primeiras semanas de gestacdo produzem o VEGF C (Vascular Endothelial Growth
Fator C), PGF (Placenta Growth Factor) e angiopoietinas I/ll, éxido nitrico (NO) e
interferon-gama (IFNg) proteinas relacionadas com a angiogénese (Ashkar et al., 2003;
Leonard et al., 2006; Hanna et al., 2003; Barrientos et al., 2009; Blois , et al., 2010; Lash
et al.,, 2010, Hatta, et al, 2011). E mediadores como as metaloproteinases 7 e 9que
ajudam na sua infiltracdo na tunica muscular das artérias espiraladas e desempenham o
papel na remodelagdo destes vasos (Smith et al, 2009, Naruse et al, 2009). Zhang e
colaboradores (2011) sugerem que as células uNK localizadas préximas ao vasos
sanguineos uterinos sdo as que produzem IFNg e PGF. Havendo assim, uma
diferenciagdo nas células uNK desprovidas de granulos sdo as que produzem estes
fatores (Tayade et al, 2007), enquantoLima e colaboradores (2012) verificaram que tanto
as células uNK agranulares pequenas como as granulares maduras do 7°dg ao 14°dg
produzem VEGF-A constitutivamente.

Desta forma, sdo crescentes as evidéncias das multiplas fungdes das células uNK
durante a gestacdo. Porém, se estas fungdes sdo desempenhadas por dferentes subtipos
funcionais de células uNK, ou se sdo modulagdes funcionais desempenhada por uma
Unica subpopulagéo € uma questédo a ser esclarecida. Os dados discrepantes da literatura
frequentemente e de dificil correlacdo advém do fato de serem adotados diferentes
marcados para identificar supostamente a mesma célula. Esta correlacao é dificultada
ainda mais quando se compara 0S experimentos in situ no utero que adotam

predominantemente técnicas de citoquimicos ou imunocitoquimicos, com os estudos
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realizados exo-Utero com a imunofenotipagem de células isoladas para ensaios in vitro.
Portanto, para avacar no conhecimento sobre a influéncia das células uNK na gestacao,
ha a necessidade premente de se estabelecer os parametros de referéncia para identificar
estas células, além de permitir a correlagao entre as diferentes estratégias metodolégicas

para tornar os resultados comparaveis entre as mesmas.
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2 - OBJETIVOS

2.1. - Objetivo Geral

Identiicar se as multiplas fungdes atribuidas para as células uNK sdo desempenhadas por
diferentes subitpos funcionais e estabelecer a correlagdo entre o padrao do fenétipo
morfolégico das células uNK in situ no utero gestante com os fendtipos funcionais

angiogenico e citotéxico das células uNK isoladas avaliadas em citometria de fluxo.

2.2 - Objetivos Especifico

- Correlacionar quantitativamente as proporcoes de células uNK identificadas
simultaneamente pelos métodos citoquimicos de lectina DBA e PAS e, imunocitquimico

com anti-perforina, no Utero de camundongo no 99, 112 e 152 dias de gestagao (dg).

- lIdentificar e quantificar os imunofenétipos das células uNK DBA™ atraveés dos
marcadores convencionais das células NK NK1.1 e DX5 e avaliar a presenga da células
NKT através da coexpressao do receptor CD3 e CD8a em citometria de fluxo.

- Identificar e quantificar subpopulagées de células uNK DBA*™ com perfil citotéxico na
citometria de fluxo, pelas coexpressdes de perforina, TNF-a e dos receptores regulatérios
da resposta imune inata Ly49l e Ly49H.

- Identificar e quantificar subpopulacdes de células uNKDBA™ com perfil angiogénico na
citometria de fluxo, pelas coexpressdes do DII1 ligante, VEGF;

- Identificar a ocorréncia de subpopulagbes duplamente funcionais (citotéxico e
angiogénico) entre as células uNKDBA".
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Camundongos fémeas da linhagem C57BI/6 com idade entre 12 e 16 semanas,
provenientes do CEMIB/UNICAMP, foram mantidas em gaiolas com temperatura e
iluminagao controladas, com acesso a agua e alimentacao ad libitum.

As fémeas virgens foram acasaladas com machos de mesma linhagem e a data do
periodo da manha em que foi encontrado o tampao vaginal foi considerada como sendo o

primeiro dia de gestacdo (dg). (Protocolo 2921-1)

3.2 - Coleta de material

Foram coletadas amostras dos sitios de desenvolvimento embrionarios de animais
no 99, 112 e 152 dias de gestacao (n=3). Os animais foram anestesiados com uma solugéao
de ketamina e cloridrato de xilazina (ANASEDAN - Sespo), e sacrificados através de
perfusdo da solugao fixadora constituida de paraformoldeido 4% em tampéao fosfato salina
0,1M pH 7,4. Os cornos uterinos foram removidos e os sitios de desenvolvimento
embrionarios dissecados. Posteriormente as amostras foram incluidas em parafina,

seccionadas (5 um de espessura) e coletadas em laminas silanizadas.

3.2.1 - Citoquimica de Lectina Dolichos biflorus aglutinina (DBA) e PAS
(Acido Periodico-Schiff)

Os cortes desparafinizados e hidratados foram submetidos a técnica citoquimica
de lectina Dolichos biflorus aglutinina (DBA) de acordo com Paffaro Jr et al (2003)
modificado ede PAS de acordo com Zhang et al (2009) modificado para dupla marcagéo,

como segue.
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Os cortes reidratados foram equilibrados com PBS 0,1M pH 7,4 durante 5 minutos
(min) a temperatura ambiente (TA). Fez-se o bloqueio com albumina sérica bovina (BSA
tipo V, Sigma, St Louis, USA) a 1% em PBS 0,1M por 30 min a TA. Apés o blogueio, os
cortes foram incubados com lectina DBA biotinada (1mg/mL — Sigma, St Louis, USA)
diluida 1:200 em PBS 0,1M pH 7,4, durante12h a 4°C em camara umida. Incubacdo com
estreptoavidina conjugado com AlexaFluor 488 (1mg/ml, Invitrogen; Carlsbad, CA) na
concentracdo de 1:300 em PBS 0,1M; pH 7,4 durante 1 hora (h) a TA e em camara
umida. Apés lavados em PBS 0,1M pH 7,4, Oos cortes foram incubados com amilase
(diastase) a 2% em agua destilada durante 1 h a 37°C. Foram lavados com agua destilada
trés vezes e adicionou-se acido periddico 1% durante 20 min a TA. Apés a lavagem fez-se
o tratamento com reativo de Schiff durante 30 min a TA. Lavou-se com agua destilada e
adicionou-se bissulfito de sodio a 0,5% durante 10 min a TA. Apos lavados com agua
destilada, fez-se a contra coloragdo com hematoxilina de Harris por 30 seg a TA, seguido
do tratamento com solugdo saturada de carbonato de litio por 15 segundos (seg) seguida
de desidratacdo e montagem permanente entre laminula com resina, ou montados com
solugdo de Vectashield (Vector Lab, USA) contendo DAPI (1mg/mL, Sigma, St Louis,
USA).

Os controles negativos da reacao para lectina DBA foram realizados omitindo-se a
incubagao de lectina DBA e do acido periddico para a reagdo de PAS nos cortes dos
materiais analisados

.Analisou-se 4 campos aleatérios da regiao mesometrial de pelo menos dois sitios
de desenvolvimento embrionario (n=3 animais) para cada periodo gestacional em estudo.
Foram digitalizadas imagens utilizando objetiva de 20x no microscépio Eclipse 800 (Nikon,
Japan) acoplado com sistema de epifluorescéncia.Para o AlexaFluor 488 usou-se o filtro
de emissdo verde A= 465-495 nm e para o reativo de Schiff usou-se o filtro de emisséo A =
528-553 nm (Changaris et al 1977, Schaart et al, 2004) e,, camara Cool-Snap e o
programa Image Pro-Plus (Media Cybernetics, USA).

De cada regido mesometrial foram quantificadas as células PAS™ e/ou lectina
DBA" para determinar o numero total de células uNK DBA*, PAS* e DBA/PAS" e, célculo
da relagao percentual de cada uma destas subpopulagdes.
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3.2.2 - Citoquimica com Lectina Dolichos biflorus aglutinina (DBA) e

Imunocitoquimica com Perforina.

Os cortes obtidos em 3.2 foram desparafinizados e reidratados para reacdes
imunocitoquimicas. Os cortes histoldégicos foram submetidos ao tratamento em tampéao
Tris 0,01M EDTA 0,001M 85°C, para a recuperacdo de epitopo pelo calor (heat induced
epitope retrieval — HIER). Os cortes foram tratados com peréxido de hidrogénio 0,3%
seguido do bloqueio com leite desnatado a 5% em Tris/ Tween 1% pH 7,4. Os cortes
foram incubados com o anticorpo primario anti-perforina de rato feito em coelho (Upstate
Biotechnology- 1mg/ml) overnight. Incubou-se com o anticorpo secundario anti-coelho
conjugado com HRP (SAB — 1mg/mL). A revelacdo foi com diaminobenzidina (DAB —
Sigma, St. Louis, USA). Os cortes histolégicos foram lavados com PBS 0,1M pH 7,4 e
submetidos a incubagao com lectina DBA biotinilada na diluicdo de 1:200 por 1 hora em
temperatura ambiente(TA) e revelada com estreptoavidina-FITC (Sigma St Louis, USA).
Os cortes foram lavados e contra-corados com hematoxilina de Harris e fez-se a
marcacao com DAPI (Santa Cruz 1mg/ml). As laminas foram montadas em meio anti-
fading (Vecta-Schield -Vector, Laboratories).

Foi analisada aleatoriamente a regido mesometrial de cada sitio de
desenvolvimento embrionaria/fetal (n=3) de cada periodo gestacional. Estes foram
fotografados digitalmente com aumento de 60x no microscopio Olympus IX71 (Olympus)
acoplado com sistema de fluorescéncia (a excitacdo da luz verde, AlexaFluor 488, foi
obtida usando o filtro de emissédo verde A= 465-495 nm) camara Q-Color 5 para captura e
digitalizacdo das imagens através do programa Image Pro-Plus (Media Cybernetics,
USA).

De cada regido fotografada foram quantificadas as células perforina positivas ou,
Lectinas DBA" e das células que apresentaram a dupla marcagao, para determinar o
namero total de células uNK DBA®, Perforina® e DBA*Perforina® em cada periodo
analisado, para o célculo da relagédo percentual de cada uma destas subpopulagdes.

3.3 -Isolamento das células uNK DBA+, extracao do seu RNA e RT-PCR

28



3.3.1 - Isolamento de células uNK

As células uNK foram isoladas do utero gestante no 9°dg, conforme protocolo
descrito por Bizinotto e colaboradores (2008) utilizando esferas magnéticas Cellection
M450 Biotin Binder (Invitrogen-Dynal Co, USA) de 4,5um de didmetro.

Os animais no 9° dg foram sacrificados por deslocamento cervical,
laparotomizados e os cornos uterinos removidos. Estes foram imersos em meio Hank’s
(Sigma Co, St Louis/lUSA) a 4°C, para rapida disseccao dos sitios de desenvolvimento
embrionario e remocao da regido mesometrial, isenta de tecidos embrionarios.

Os fragmentos da regidao mesometrial foram recortados em pequenos fragmentos
com auxilio de laminas de barbear e dissociados em 200ul de DNase (500UN/mL)
(Roche, Alemanha) por pipetagens sucessivas e agitados no vortex em baixa rotagdo
para as células se desprenderem dos tecidos. Esta suspensao celular foi filtrada em telas
de nylon com malhas de 80 -100um e o filtrado recuperado com 1,5~2,5 mL de meio
Hank’s contendo 1% de albumina sérica bovina (BSA typeV, Sigma St.Louis, USA) para
um microtubo de 2,0 mL. Apés centrifugagao da suspensao em 200g, por 10 min a 4°C, o
sedimento celular foi lavado duas vezes com meio Hanks contendo 1% BSA e a
concentracao celular foi quantificada em camara de Neubauer.

Foram adicionadas 10 esferas CelLecion 450 (Dynal Co, Invirogen) previamente
conjugadas com lectina DBA de acordo com o fabricante e mantida em agitagéo
constante em rotor orbital (Dynal Co, Oslo), por 15 min, a 4°C e em seguida, o0 microtubo
foi acoplado no concentrador de particulas magnéticas (MPC, Dynal Co,Oslo) para
imobilizacdo das esferas no campo magnético e remogao das células livres por lavagem
em meio Hank’s contendo 0,1% BSA. As células livres em suspensao foram submetidas a
duas associagdes adicionais em iguais condi¢des, enquanto as células imobilizadas eram
rapidamente recolhidas, lavadas em meio Hanks contendo 0,1% BSA e suspendeu-se em
PBS 0,1M contendo BSA 0,1% e N-acetil galactosamina 0,1M (Sigma Co, St Louis/USA)
por 15 min a 4°C. As esferas destacadas das células foram removidas no MPC para
recuperacao das células livres.. As células livres foram centrifugadas em PBS 0,1M e BSA
0,1% e ressuspendidas na mesma solu¢cao em volume conhecido para quantificagdo de

células viaveis em camara de Neubauer.

3.3.2- Extracao do RNA
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Para a extracdo do RNA total das células uNK isoladas o item 3.3.1 utilizou-se
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Na suspensao de células uNK DBA" isoladas adicionou-se 1 ml de Trizol e foram
homogeneizadas no vortex e mantidas em repouso por 5 min a TA. Adicionou-se 100 ul
de cloroférmio (JT Baker) e homogeneizado em Voértex durante 30 seg. Apés 3 min de
repouso em TA foram centrifugadas por 15 min a 12.000g a 4°C. A fase aquosa foi
transferida para tubo de 1,5ml. Nesta fase aquosa acrescentou-se 500 ul de alcool
isopropilico (J.T.Baker) e 1,5 ul de acrilamida linear (20ug/ml), para obter uma maior
eficiéncia na precipitacdo do RNAtotal, e apdés homogeneizacao suave, as amostras foram
mantidas em repouso por 12 h a -20°C.

Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas a 12.000g por 10 mina 4°C e
apdés completa remogao do sobrenadante, adicionou-se 500 ul de etanol (J.T.Baker) a
70% e H,0/DEPC (Sigma) gelada para nova centrifugagdo por 10 min a 7.500g a 4°C. Os
sobrenadantes das amostras foram descartados e ao sedimento foram adicionados 500ul
de etanol absoluto (J.T.Baker) a - 20°C e constatada a soltura do sedimento do fundo do
tubo apds agitagdo no Vortex, centrifugou-se a 7500 g a 4°C por 10 min. O sedimento
obtido foi solubilizado em 14 ul de H.0/DEPC e a solugdo foi congelada a a -80°C até o

momento do uso.

3.3.3-RT-PCR

Para o PCR foram utilizados o Kit Tag-DNA polimerase (Invitrogen) com protocolo
ajustado para uso de volume final de 10ul para cada reagéo, no termociclador (GeneAmp
PCR System 9700 — Applied Biosystems). Os ajustes no protocolo visaram a realizagéo
da reagcdo na concentragao final de 1x para o tampdo de reagdo da enzima Taq
(Invitrogen), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTP (1,2MmM, Invitrogen), 3 pmol/ul dos
primer sense e anti-sense, 1ul da enzima Taq Polimerase e 0,6 ul cDNA. O programa de
ciclagem utilizado nas reagdes foi de 94°C por 2 min. O numero de ciclos foi de 40 vezes
realizados a 94°C por 45 seg, a temperatura de anelamento dos primers de 57°C por 45
seg, 72°C por 1 min e, apos os ciclos a 72°C por 5 min.
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Foram avaliadas as expressdes dos seguintes genes: Ly49l, Ly49H, CD8a,
perforina, TNF-a e 0 gene ciclofilina como controle endégeno utilizando sequéncias sense
e anti-sense dos respectivos genes descritos na Tabela 1.

O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose de 2% e este
foi corado com brometo de etidio. Aliquotas de 3uL do produto de PCR e 0,5uL de
Loading buffer foram aplicadas no gel. As corridas foram realizadas no aparelho de
eletroforese (Bio-Rad Laboratories) a 75 volts. Utilizou-se 6ulL marcador A-Hind I
(1mg/12uL).

Para a captura de imagem digital da banda utilizou-se o fotodocumentador Image
Master VDS — Pharmacia Biotech e o programa Image Master VDS Software — Pharmacia

Biotech, respectivamente.

Tabela 1- Sequéncia de primers desenhados para o PCR.

Gene Sense Anti-sense Pares de bases de nucleotideos
Ly4%h 5> AGGCATCCATTCTTTCTACC 3’ 5> ACTCTTGGTTTCACTGTCCC 3’ 482
Ly49i 5 GTCTTCAGGGTTGCAGAAAT 3’ S’AGACTTTGTTCTTTAACTCTG 3” 567
CD8a 5> TCAGTTCTGTCGTGCCAGTC 3’ 5> TCTCTGAAGGTCTGGGCTTG 3” 464
Tnf-a 5’GGCCTCCCTCTCATCAGTT3’ 5’GCTACGACGTGGGCTACA3’ 92
Perforina 5' AGCTGAGAAGACCTATCAGGACC 3' 5' CTTTGTATTCACTGGAGACGCTGG 3' 360
Ciclofilina 5> CAGGTCCTGGCATCTTGT 3’ 5> GCCATCCAGCCATTCAGT 3” 100

3.4- Imunofenotipagem das células uNK DBA*

3.4.1 - Obtencdao de suspensao celular e padronizacdao da populacao
leucocitaria para analise.

Os camundongos no 9° dg foram sacrificadas por deslocamento cervical e os
cornos uterinos foram removidos para dissec¢cdo dos sitios de implantagao
embrionaria.para obten¢ado da regido do mesometrial em solu¢édo de Hanks refrigerado a
4°C. Os tecidos foram cortados em fragmentos de 1mm? em meio Hanks contendo 1000U
de DNAse | e estes foram homogenizados por sucessivas pipetagens. Esta suspensao

celular foi filtrada em telas de nylon com malhas de 100um.

Para obter-se a populagédo de leucdcitos totais da regiao mesometrial adotou-se
gradientes de densidade de Percoll, segundo protocolo de Wu e colaboradores (2007)
modificado, como segue.
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Foram testados gradientes de densidade de Percoll de 20, 30, 40, 70% e
combinagdes destes em meio Hanks a partir de Percoll comercial (Cultilab-SP). Em um
tubo cbnico de 3 mL depositou-se 500ul de cada gradiente de Percoll do maior para o de
menor concentracdo. Colocou-se a suspensao de células lentamente sobre a solugéao de
Percoll de menor densidade, e foi centrifugado a 750g por 30 min a 4° C. As células
seletivamente recolhidas por sua densidade diferencial foram lavadas em solucdao de
Hanks por centrifugacédo e em seguida marcadas com os anticorpos especificos e levadas
para Citometria de Fluxo para caracterizacdo do fendtipo de superficie e observacao ao
microscopio de campo claro

Apo6s as andlises no microscopio e andlise no citdmetro, estabeleceu-se os
gradientes de densidade de Percoll de 30% e 40%, por conterem, respectivamente, maior
concentracdo de células pequenas pouco granulares e maiores com citoplasma rico em

granulos, além de concentrar maior proporgcao de células viaveis e sem restos celulares.

3.4.2- Citometria de fluxo

Analisou-se a expressao de marcadores de superficie e intracelulares relacionados
com o perfil funcional das células uNK de camundongos isoladas de Uteros no 9° dg
conforme descrito no protocolo do item 3.4.1. Na tabela 2 consta a lista de anticorpos

utilizados no experimento.

Foram preparadas as amostras controles junto ao experimento para que haja uma
configuracdo experimental adequada. As amostras consistem em:

Microtubo controle negativo (CN): apenas as células uNK sem a associagcao de
anticorpos;

Microtubo controles positivos (CP): tubo contendo células marcadas com apenas um dos
anticorpos conjugados com o fluorocromo a ser analisado separadamente (ou seja; para
um experimento com FITC + PE, um tubo foi preparado usando apenas o anticorpo
marcado com FITC, e um outro tubo contendo apenas o anticorpo marcado com PE);

Microtubo teste: Tubo contendo células marcadas com os anticorpos conjugados com o

fluorocromo a serem analisados.
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Tabela 2- Relacao dos anticorpos primarios e secundarios utilizadas em citometria de fluxo

Anticorpo Origem Conjugado Concentracao e Procidéncia
primario
Anti-NK1.1 Mono, camundongo PE 0,2mg/ml (BD Pharmingen™)
Anti-DX5 Mono, camundongo PECy5 0,2mg/ml (BD Pharmingen™)
Anti-CD3 Mono, camundongo APC 0,5mg/ml (BD Pharmingen™)
Lectina DBA horse gram FITC 1mg/ml (Sigma St.Louis, USA)
Anti-Ly49I Mono, camundongo PE ( 0,2mg/ml (BD Pharmingen™)
Anti-Ly49H Mono, camundongo biotina 0,2mg/ml (BD Pharmingen™)
Anti-CD8a Mono, camundongo PE 0,2mg/ml (BD Pharmingen™)
Anti-TNF-a Mono, camundongo APC 0,2mg/mlI(BD Pharmingen™)
Anti-VEGF Poli, cabra 1mg/ml (Abcan)
Anti-Perforina Poli, rato 1mg/mlAbcan
Anti-DII1 Mono, camundongo PE (Biolegend) 0,2mg/ml (Biolegend)
Anti-cabra IgG Poli, Coelho biotina 1mg/ml (BD Pharmingen™)
Anti-rato 1gG Poli, Coelho biotina 1mg/ml (BD Pharmingen™)
Estreptoavidina— APC 1mg/ml (BD Pharmingen™)

PE: ficoeritrina; FITC: isotiocianato de fluoresceina; APC: aloficocianina, PECy5: ficoeritrina-
cianina 5

3.4.2.1 - Imunomarcacao de antigenos de superficie

Dividiu-se em microtubos as células isoladas de cada animal em aproximadamente
2,5x10* células uNK em 200uL de solugcido de Hank’s balanceado com 1% de BSA. Para
reagdo de marcagao direta com o anticorpo primario conjugado ao fluorocromo, estes
foram diluidos a uma concentracdo de 1:300 e incubou-se por 30 min a 4°C. Apés a
marcagao, lavou-se o excesso de anticorpo acrescentando 1,5 mL de Hank’s balanceado
com 1% de BSA a cada tubo. Centrifugou-se a 200g durante 10 min. Removeu-se o
sobrenadante e ressupendeu-se com 200uL de Hank’s balanceado com 1% de BSA.

Para reacdo de marcacao indireta, apds a incubagdo com o anticorpo primario nao
conjugado a fluorocromos e lavagens por centrifugacdo, adicionou-se 0 anticorpo
secundario conjugado com fluorocromo de afinidade especifica ao anticorpo primario, nas
concentragdes de 1:300 e incubou-se por 20 min a 4°C sob agitagdo leve, seguida de
lavagens por centrifigagoes.
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A marcacdo com a lectina DBA na concentracdo de 1:200 a 4°C foi feita apds
completada a reagdo com os anticorpos, pois este reage intensamente em tempo menor
de incubacédo (5 min). Ap6s a marcacao, lavou-se o excesso do reagente acrescentando
1,5 mL de Hank’s balanceado com 1% de BSA a cada tubo. Centrifugou-se a 200g
durante 10 min. Aspirou-se o sobrenadante cuidadosamente para ndo romper ou deslocar
o pellet de células. Incubou-se com estreptoavidina na concentragdo de 1:500 a 4°C por
15 min. lavou-se o0 excesso do reagente acrescentando 1,5 mL de Hank’s balanceado
com 1% de BSA a cada tubo. Centrifugou-se a 200g durante 10 min. Fixou-se as células
utilizando paraformaldeido 2% em PBS 0,1M pH 7,4 durante 10 min a TA. Adicionou-se
nas células fixadas 1,5uL de PBS 0,1M pH 7,4 e centrifugou-se a 200g durante 10 min.
Ressupendeu-se as células a 300ul de PBS 0,1M pH 7,4, para a leitura no citometro de
fluxo (BD FACSCAIlibur™ e BD FACSCanto ) conforme instru¢cbes especificas do
fabricante e analisou-se com o programa BDCellQuest™-Pro (Applied) ou Flowing
Softwarw 2 (Turku Centre for Biotechnology).

3.4.2.2 - Imunomarcacao de antigenos intracitoplasmaticos da suspensao
celular uterina

Nas células isoladas em 3.3.1, adicionou-se 10ul de Brefedildina A
(1ug/mL_Sigma) em 1mL de suspensao celular, incubando-a por 1h a 37°C. Centrifugou-
se a 200g durante 10 min. Fixou-se as células com 1ml de paraformaldeido 2% em PBS
0,1M pH 7,4 por 15 min a TA. Lavou-se trés vezes com PBS 0,1M pH 7,4 com 0,2% de
Tween 20, centrifugando a 400g por 5 min. Removeu-se 0 sobrenadante e adicionou-se
100ul de solugado permeabilizante (90% metanol gelado) no microtubo durante 30 min no
gelo. Lavou-se trés vezes com PBS 0,1M pH 7,4 centrifugando a 400g por 5 min. Fez-se o
blogueio com 5% de BSA em PBS 0,1M pH 7,4 durante 30 min a TA.

Realizaram-se inicialmente as marca¢des de antigenos intracitoplasmaticos
seguidas de antigenos de superficie adotando-se os mesmos procedimentos descritos no
item 3.4.2.1.
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3.4.2.3- Analise estatistica

Os dados de Citometria de fluxo foram expressos com médias+SEM. As analises
estatisticas foram feitas utilizando-se o software Prism4 (GraphPad Software, Inc.) e pelo

Teste T de Student foi considerado significativo para P<0,05.
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4 — RESULTADOS
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4- Resultados

4.1- Identificacdao e localizacao de células uNK nos sitios de desenvolvimento
embrionario pelos métodos citoquimicos de PAS e lectina DBA e imunocitoquimico
anti-perforina (Figuras 1 e 2)

Pelas analises dos sitios de desenvolvimento embriondrio/fetal do utero de
camundongos nos trés periodos avaliados constataram-se células com reagao positiva
para lectina DBA na superficie celular e no contedudo de granulos correspondentes as
células uNK presentes na regido mesometrial do Utero gestante, a semelhanca das
descrigoes de Paffaro Jr e colaboradores (2003). Pela reagdo de PAS em dupla marcagao
com a lectina DBA avaliada em microscopia de fluorescéncia, constatou-se igualmente a
ampla distribuicdo de células granulosas PAS positivas-amilase resistentes na regiao
mesometrial dos sitios uterinos, corroborando com as descricoes de Peel (1989), Paffaro
(2003) e Zhang (2009) e estas, na sua grande maioria apresentavam co-marcagao com a
lectina DBA (Figs 1D-F). Algumas poucas células apresentavam reagao positiva somente
para a lectina DBA no 9% e 112 dg (Figs 1 A-B). Estas células uNK lectina DBA* e PAS’
estavam localizadas predominantemente na regiao MLAp do sitio de desenvolvimento
embrionario. No 15°dg (Fig 1C) todas as células PAS™ com marcagédo nos granulos eram
lectina DBA™ presentes em células maiores de citoplasma repleto de granulos e tipicas
das formas senescentes (Croy et al, 1997; Paffaro et al, 2003, Zhang et al, 2009).

Algumas células PAS™ e DBA" foram encontradas lateralmente no endométrio da
regido mesometrial (dado ndo demonstrado), correspondentes provavelmente as células
deciduais ricas em granulos PAS™ produtoras de prolactina (Candeloro et al, 2007).

Pelas analises quantitativas, as células DBA*/PAS® duplamente marcadas sao as
que predominam na regido mesometrial na propor¢cao de 89,82%; 96,09% e 100%,
respectivamente, nos 92, 112 e 152 dg (Fig 1G). As células DBA*/PAS’ presentes nos sitios
de desenvolvimento embrionario estavam presentes na area do MLAp e corresponderam
a 4,45% e 2,60% do total das células nestas areas no 92 e 112 dg, respectivamente (Fig
1G), enquanto que nos sitios de 152 dg nao foram observadas células exclusivamente
pela lectina DBA" (Fig 1C).
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A imunocitoquimica de perforina apresentou reacao positiva nos granulos das
células uNK presentes no endométrio da regiao mesometrial (Figs. 2A-J) corroborando
com as descricdes de Parr (1987), Kusakabe (2005) e Lima et al (2012). A dupla
marcacao com a lectina DBA identificam as células uNK granulosas com forte reatividade
para perforina em seus granulos citoplasmaticos e nas células menores do MLAp,
marcacgdes da perforina mais difusa pelo citoplasma nas células agranulares.

Pelas andlises quantitativas em valores relativos (Fig 2K), a grande maioria das
populacdes das células totais analisadas sdo células uNKDBA*/Perforina®, porém, correm
7,82% de células uNKDBA"/Perforina” na regido do MLAp no 9°dg ao lado de 0,83% de
células apenas Perforina®. No 112 dg pela reacdo de perforina observou-se células uNK
contendo granulos Perforina® na regidao MLAp e na decidua basal (Figs. 2 E-H). Observou-
se pelas andlises quantitativas (Fig 2K), em valores absolutos nos cortes analisados,
33,54% da populagdo das células totais analisadas sdo ceélulas uNKDBA"/perforina®.
Apenas 0,95% de todas as células analisadas sdo exclusivamente perforina® e neste
periodo gestacional ndo observou células somente DBA*. No 152 (Figs. 3 I-J) observou--
se uma reducao da reatividade da perforina nas células uNKDBA™ na regiao mesometrial
quando comparado com os periodos anteriores. Observou-se que o padrdao de marcagao
da perforina nos granulos DBA® estavam poucos reativos, dificultando muito a
identificacdo das células perforina® neste periodo de gestacao (Fig 3J).

Estas analises citoquimicas e imunocitoquimicas qualitativas e quantitativas
amplamente utilizadas para a identificacdo e localizagdo das células uNK de
camundongos, confirmam incialmente que as células uNK presentes no Utero gestante
destes animais sao células predominantemente lectina DBA*, além de PAS" e perforina™.
Porém, a ocorréncia de células DBA'/perforina® indicam a incidéncia de outras células
potencialmente citotoxicas com expressao de perforina, que ndo se enquadram no perfil
de células uNK DBA+. Isto é, estas células podem supostamente corresponder aos
linfécitos T citotoxicos que também podem acumular granulos de perforina sob estimulo
especifico da reacdo imune adaptativa e estes granulos apresentarem reagao positiva ao
PAS.

4.2 - Identificacao das células uNK DBA® pela citometria de fluxo
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Para estabelecer uma correlacdo fenotipica entre as células uNKDBA™ presentes
nos sitios uterinos identificadas em cortes histolégicos com as células isoladas deste
orgao em citometria de fluxo, foram avaliadas inicialmente a co-expressao de receptores
NK1.1 e DX5 convencionais das células NK nas células uNK DBA* isoladas no Utero de
camundongos no 9°dg.

Pela imunofenotipagem constatou-se que cerca de 1,3% dentre as células isoladas
do utero eram reativas a NK1.1 (Fig 3B), porém estas ndo co-expressavam o ligante de
GalNac reativo a lectina DBA. Por outro lado, pela dupla-marcagdo com DX5 foram
constatadas que 98,67% das células uNKDBA* eram também DX5* (Figs 3 E). Dentre
esta populagdo uNKDBA*/DX5'/NK1.1°, ndo foram constatadas co-expressao de CD3 (Fig
3D) e portanto, definiu-se como sendo células uNK, aquelas células com o fenoétipo
DBA*/DX5/NK1.17/CD3’, cujos parametros foram utilizados para o0s ensaios
subsequentes.

4.3 - Sub-populacoes de células uNK DBA® isoladas em gradientes de Percoll

Nas avaliagbes qualitativas das distribuicbes e dispersbes dos eventos nos
dotplots obtidos na citometria de fluxo para definir as populag¢des celulares alvos em meio
a totalidade de células isoladas do Utero de camundongo gestante, foram constatadas
variagbes de tamanho e granulosidade (Figs 4A-B). Presumindo-se que houvesse
correlagbes entres estas variagbes de tamanho/granulosidade com os subtipos
morfolégicos das células uNKDBA™ encontrados nas analises histolégicas, procurou-se
um meio de separar duas grandes populagdes para andlise em citometria de fluxo.

Foram utilizadas diferentes combinagbes de gradiente de densidade de Percoll
para separar populagdes de leucécitos da suspensdo celular obtidas da regido
mesometrial do Utero gestante de camundongos no 9°dg. Foram identificadas células
pequenas com poucos granulos ou auséncia destes no citoplasma, caracteristicas das
células uNK do subtipo | e Il (Paffaro et al, 2003) presentes no gradiente de 40 a 70% de
Percoll (Fig 4B). Células grandes repletas de granulos citoplasmatico, caracteristica das
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células uNK do subtipo Il e IV segundo Paffaro et al, 2003 foram localizadas no gradiente
de 20 a 30% de Percoll (Fig 4A). A maior concentracdo de células DBA™ foi encontrada na
combinacao de Percoll 30% (células grandes e granulosas) e 40% (células pequenas
agranulosas ou com poucos granulos) e estas concentracoes de Percoll foram utilizadas
para as analises de imunofenotipagens subsequentes pela citometria de fluxo (Fig 4A,B).

4.3.1 — Fenotipo citotoxico das células uNKDBA* (Figuras 4 e 5)

A maioria das células uNKDBA* (>90%) apresentaram co-expressao de perforina
tanto nas populacdes de células grandes granulosas quanto nas pequenas agraunulosas
(Fig 4C,D) e surpreendentemente, a co-expressao do receptor CD8a nestas mesmas
populagbes de uNKDBA® (Fig 4E,F), as quais expressam também a citocina pro-
inflamatoéria TNF-a (Figs 4G,H). Pela analise quantitativa, o perfil majoritario das células
uNKDBA" foram CD8a*/Perforina™ (Percoll 30-91,50%, Percoll 40-96,31%) e CD8a*/TNFa*
(Percoll 30 -9891% e Percoll 40 -92,50%), com raras células (<1%)
uNKDBA*/CD8a’*/perforina” ou TNFa" (Figs 41-J).

As células uUNKDBA"/Ly49H" estavam presentes em maior propor¢édo no Percoll
30% (64,02%), enquanto no Percoll 40% é bem menor (10,84%) (Figs 5A-C). Foram
constatadas também a ocorréncia de pequena proporgao de células uNKDBA*/Ly49H
representadas por 1,58% e 1,19% na concentracdo de Percoll 30 e 40%,
respectivamente. Ao lado destas, foram identificadas células Ly49H"DBA™ na proporgao
de 10,44% e 10, 90% nas concentragdes de Percoll 30 e 40%, respectivamente (Figs 5A-
C). Este perfil de expressado do receptor de ativagdo LY49H em maior proporgédo das
células uUNKDBA™ maiores e granulosas do Percoll 30% e menor proporgao o Percoll 40%
demonstra que as células uUNKDBA™ menores e agranulares tenham a sua atividade

citotoxica menos efetiva.

A maior proporgao de células uNKDBA"/Ly49I" estavam presentes no Percoll 30%
(35,54%) enquanto no Percoll 40% era bem menor (9,43%) (Figs 5D-E) . Foram
encontradas células uNKDBA™/Ly49I" na proporcéao de 6,48% e 7,27% nas concentracao
de Percoll 30 e 40%, respectivamente. Foram encontradas também células DBA"/Ly49l*
na proporgao de 24,40% e 16,87% em Percoll 30% e 40%, respectivamente. Este perfil de
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expressao do receptor inibitério Ly49l nas células uNKDBA™, demonstra que apenas uma
parcela destas células tanto granulosas quanto agranulosas sao controladas por este
receptor inibitério da atividade citotoxica.

4.3.2 - Fenotipo angiogénico das células uNKDBA® (Figura 6)

A co-expressao de dois fatores angiogénicos atribuidas as células uNK foram
avaliadas em citdbmetria de fluxo na populacdo uNKDBA*/DX5*. O ligante DII1 era co-
expresso em 99,84% e 98,51% das células uNKDBA+ isoladas no gradiente Percoll 30 e
40%, respetivamente (Figs 6A-C). Estas células uNKDBA*/DLL1* apresentavam ainda
uma propor¢ao acima de 98% de co-expressao do VEGF-a (Figs 6D-F), confirmando que
as células uNKDBA", independente do tamanho ou da granulosidade expressam ambos
os fatores angiogénicos.

4.3.3 — Fenoétipo citotéxico vs angiogénico das células uNKDBA® (Figura 7)

A avaliagdo da competéncia funcional simultanea da atividade angiogénica pela
expressao do DII1 e potencial citotoxica pela expressdo do TNF-a das células uNKDBA*
na citbmetria de fluxo, demonstrou que 94,97% das células no Percoll 30% e 97,95% no
Percoll 40% co-expressam o DII1 e TNF-a, enquanto células uNKDBA*/DLL1*/TNF-a
correspondem a 4,53% e 1,08% em Percoll 30 e 40%, respectivamente (Figs 7A-C). Estes
resultados indicam que a maioria das células uNKDBA* podem compartilhar o potencial
citotoxico mediado por citocina pré-inflamatéria (TNF-a e a atividade anigiogénica
estimulada pelo DII1 ligante de forma constitutiva).

4.4 — Expressao dos genes de receptores Ly49H, Ly49] e CD8a relacionado
com a atividade citotoxica das uNKDBA®* (Figura 8)
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As analises de transcritos dos genes dos receptores Ly49H, Ly491 e CD8a
amplificados pelo PCR confirmaram a expressao dos mesmos, ao lado dos genes de
perforina e TNF-a, utilizando células uNKDBA* purificadas pelo isolamento positivo com
esferas magnéticas. A identificagdo coincidente tanto do gene amplificado pelo PCR,
quanto das proteinas pela imunofenotipagem dos receptores Ly49H, Ly49l e CD8a,
asseguram a identificacdo destes receptores de forma inédita para as células uNKDBA*

de camundongos.

42



43

5 - DISCUSSAO



5 - Discussao

A identificacdo das células uNK de camundongos através da citoquimica de PAS
(periodic acid Schiff) introduzida por Peel (1989), assim como, a citoquica de lectina DBA
(Dolichos biflorus) introduzida por Paffaro Jr et al (2003), sdo métodos classicos
amplamente utilizados tanto para a identificacdo, quanto localizacdo e quantificacdo
destas células no utero ao longo da gestacdo. No presente trabalho foi reavaliada a
coincidéncia entre estes dois métodos em dupla marcagdo para a identificacdo das
células uNK, alterando-se a forma de anadlise. Isto é, foi adotado a microscopia de
fluorescéncia para analise da emissdo de fluorescéncia vermelha (Aexitacdo=540nm /
Aemissao=640nm) pelo reativo de pararosanilina/Schiff (Changaris et al 1977, Schaart et
al, 2004), simultaneamente com a emissao da fluorescéncia verde do FITC utilizado para

revelar a reacdo pela lectina DBA.

A sobreposicdo de marcagao da dupla reagdo PAS/DBA demonstrou coincidéncia
em no minimo de 90% das células uNK encontradas no 9%dg e atingindo 100% no 15°dg.
Estes dados sdo divergentes daquele relatado anteriormente (Zhang et al, 2009) no qual a
proporcao de células uNKPAS™ era superior as células uNKDBA". Esta divergéncia entre
os resultados pode ser decorrente de varios fatores, tais como variagées na metodologia,
ou reagentes utilizados, ou ainda, como neste caso, 0 método de analise. Tanto Paffaro Jr
e colaboradores (2003) que primeiro relataram a coincidéncia de marcacdo do PAS e da
lectina DBA nas células uNK, quanto Zhang e colaboradores (2009) que realizaram a
quantificacdo, utilizaram a microscopia de campo claro para as andlises. Embora o
fundamento de reagcdo do PAS que preconiza a reagdo do reativo de Schiff junto ao
aldeido formado pela a¢do do periodato na ligagdo 1-2 glicol das hexoses, seja totalmente
diferente da afinidade das lectinas por carboidratos especificos (ex: DBA tem afinidade
por GalNAc), ambas reagem coincidentemente com glicoconjugados presentes nas
células uNK de camundongos, em particular naqueles contidos nos seus granulos
citoplasmaticos. Esta coincidéncia da localizagcdo das moléculas alvos dos reagentes
provoca a sobreposi¢ao do produto de reagao como a deposigcao do precipitado insoluvel
diaminobenzidina pela agcdo da peroxidase (precipitado castanho), ao lado do reagente de
Schiff (purpura) pode dificultar a analise de forma mais acurada em microscopia

convencional de campo claro.

44



Por outro lado, ao optar pela analise em microscopia de fluorescéncia, que permite
o uso de reagentes com escolha dos fluorocromos conjugados com a emissdao da
fluorescéncia em comprimentos de ondas (A) especificos, favorece a escolha de
combinacdes que nao concorrem entre si na geracdao de imagens especificas em cada
comprimento de onda, isto €, no presente experimento a emissao da fluorescéncia
vermelha pelo reativo de Schiff & perfeitamente distinguida da fluorescéncia verde emitida
pelo FITC utilizado para identificacdo do sitio de reacdo da lectina DBA (Figs 1D-F).

Apesar destas nuances metodolégicas, as quantificacdes das células uNK ao
longo da gestagao demonstram perfis semelhantes. Isto €, nos periodos mais precoces da
gestacdo, o numero total de células uNK é menor, aumentando e atingindo o maior
nuamero por volta do 102 ao 12°dg e reduzindo gradualmente a partir do 15°dg (Delgado et
al, 1996, Paffaro Jr et al, 2003, Zhang et al, 2009, Croy et al, 2010). A analise morfolégica
distingue ainda subtipos de células uNK. Ou seja, nos periodos iniciais ha maior
incidéncia de células pequenas e agranulares, as quais aumentam de tamanho com
concomitante aumento no conteddo de granulos citoplasmaticos. Estas formas maiores
repletas de granulos sdo consideradas células maduras ou diferenciadas que estdo
presentes em maior proporgdo entre o 10° e 12°dg. Apds este periodo notam-se
aumentos das formas senescentes que se caracterizam pelo aumento nas dimensdes das
células e apresentam fragmentagédo do contetdo cromatinico propria da apoptose celular
(Delgado et al, 1996, Paffaro Jr et al, 2003).

Cumpre salientar que a lectina DBA reage também com glicoconjugados contendo
GalNAc terminal presentes na superficie das células uNK de camundongos (Paffaro Jr, et
al 2003). Esta caracteristica favorece tanto na identificagdo de células uNK, mesmo
naquelas que nao contém granulos citoplasméticos quanto na possibilidade de utilizar
este reagente como marcador de superficie.

O conteudo de perforina nas células uNK € uma das caracteristicas do fenétipo
funcional relacionado com a resposta imune inata. E também uma caracteristica
morfoldgica, pelo fato da proteina litica ser acumulada nos granulos citoplasmaticos e
portanto, amplamente utilizada como marcador de células uNK (Kusakabe et al 2005,
Lima et al, 2012). O processo de diferenciagdo destas células é caracterizado
morfologicamente pelo aumento no numero e tamanho dos grénulos citoplasmaticos,

acompanhadas da alta expressao de perforina (Parr et al 1990; Zheng et al 1991) e
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identificam células uNK plenamente diferenciadas ou maduras. Os nossos resultados
demonstram que esta proteina esta presente quase que exclusivamente (acima de 90%)
nas células uNK DBA" nos periodos de 9 e 11dg e em 100% das uNKDBA™ no 15°dg.

Desta forma, confrontando-se os dados qualitativos e quantitativos das analises
morfolégicas das células uNK presentes no Utero gestante de camundongos conclui-se
que o fendtipo morfoldgico destas células seja uUNKDBA/PAS*/Perforina®. Estas células
podem ainda ser distinguidas como sendo pobres ou ricas em granulos citoplasmaticos,
onde as primeiras localizam-se predominantemente na area do MLAP e nos periodos
iniciais da gestacdo e, as ricas, em granulos que predominam na area do endométrio
decidualizado (decidua basal) e sdo encontradas até os periodos mais tardios da
gestacdo. Portanto, no utero gestante de 9%g, coexistem  células
uNKDBA*/PAS*/Perforina® com poucos ou sem granulos e ricos em granulos

citoplasmaticos.

Assim, é evidente que a lectina DBA é capaz de identificar a populagdo majoritaria
das células uNK de camundongos, além de distinguir subpopulagdes morfologicas e
funcionais de células uNK.

O presente estudo propOs estabelecer uma correlagdo entre as células uNK
identificadas in situ no Utero gestante com aquelas isoladas deste 6rgao para os estudos
funcionais através da identificacdo de um fenétipo comum pela reatividade destas células
com a lectina DBA.

Pela andlise das células isoladas do utero no 9°dg utilizando os marcadores
comuns as células NK, constatou-se que o receptor NK1.1 ndo € comumente coexpresso
nas células uNK DBA*, enquanto a maioria das células uNKDBA™ coexpressam o receptor
DX5. Estes dados corroboram com os relatos de Yadi e colaboradores (2008) que
demonstram a superioridade da lectina DBA na identificacdo de populagdes de células
uNK dentre células NKCD122,CD3 isoladas do Utero de camundongos ao longo da
gestacao e que estas raramente expressam o receptor NK1.1.

O NK1.1 é um aloantigeno expresso em células NK limitadas a poucos
camundongos isogénicos, incluindo o C57BL/6 (Koo and Peppard, 1984) o qual foi
utilizado no presente experimento. Contudo, n&o foi identificada expressédo deste antigeno
nas células uNKDBA™ e a populagao de células NK1.1" esta ao redor de 1% da totalidade
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de células isoladas do utero no 9°dg, o que representa uma populagdo minoritaria se
comparada com as células uNKDBA™ ao redor de 50%.

O receptor DX5 também conhecido como CD49b ou integrina a2 (Arase et al,
2001) tem afinidade pelo colageno e laminina (Plow et al , 2000) e o aumento da
expressao do DX5 nas células NK NK1.1" caracteriza a regulacéo positiva do aumento da
atividade citotéxica (Arase et al, 2001). Este aumento tem sido utilizado para definir a
populacdo de células uNK com potencial citotéxico (Saito et al 2008). Desta forma, as
células uNKDBA'DX5" isoladas no 9°dg majoritariamente devem representar a populacao
de células uNK e estas seriam potencialmente efetoras da resposta citotdxica.

De fato, estas células uNKDBA*/DX5" coexpressam, na sua grande maioria, a
perforina e TNF-a, dois dos mediadores da resposta imune inata. Supreendentemente,
estas células uNKDBA*/DX5"/perforina®/TNF-a* expressam também o receptor CD8a.
Este ultimo é conhecido como sendo receptor do linfocito T citotéxico CD3*/CD8*
derivados do timo. Em humanos hd uma pequena populagéo de células NK (CD3 CD56"
que expressam o CD8. Estas células NK CD8"* tem uma maior funcéo citolitica quando
comparadas com as células NK CD8" (Srour, 1990) e quando ambas sao ativadas com IL-
2 em cultura celular (Fuschuber et al 1992).

Cumpre salientar que estas células uUNKDBA*/DX5'/NK1.1" ndo expressdo o
receptor CD3 dos linfocitos T, comprovando que estas células uNK ndo pertencem a
categoria das células NKT. Contudo, a expressao do receptor CD8a identificado pela
citometria de fluxo nas células uNK isoladas tanto no Percoll 30% (97,38%) quanto no
40% (95,59%) é um dado inédito, uma vez que em camundongo fémea as células NK nao
expressam CD8a (Kieffer et al 1996). As razdes da expressédo deste receptor CD8a nas
células uNK é uma incégnita que merece investigagbes futuras, considerando que nos
linfécitos T citotoxicos a aquisicdo do CD8a aumenta a resposta citotdxica destas células
se comparadas com aquelas CD8a" (Addison et al, 2005), enquanto as células uNK
expressam constitutivamente este receptor, elas nao apresentam atividade citotdxica

espontanea na gestacao normal.

A sintese de proteinas liticas como a perforina e granzima e o seu acumulo em
granulos supostamente esta relacionada com a diferenciagdo das células NK, na
aquisicao da sua competéncia como célula efetora citotéxica da resposta imune inata
(Fehninger et al., 2007; Meade et al,, 2009; Lima et al, 2012). Estas proteinas foram
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identificadas nas células uNK de camundongos, porém, estdo localizadas em granulos
distintos, o que sugere um mecanismo de ativacdo préprio (Lima et al, 2012), cuja
regulacdo mantém estas células quiescentes no utero gestante. A resposta imune inata
envolvendo a atividade citotoxica das células NK esta relacionada com a expressao de
receptores inibidores KIR (killer inhibitory receptor) e/ou ativadores KAR (killer activator
receptor), que reconhecem antigenos da categoria dos MHC-I (Lainer, 1998, King et al
2000). Em camundongos os receptores da familia Ly49 pertencem a categoria de
receptores reguladores da resposta imune inata das células NK. O presente estudo
demonstra as expressdes do receptor de ativacdo-Ly49H e do receptor de inibicdo-Ly49l
nas células uNKDBA'/DX5*/CD8a*/CD3’, as quais ndo sao expressas uniformemente
entre as células uNK. As populacées de uNKDBA*/DX5*/CD8a*/CD3" isoladas no Percoll
30%, isto é, aquelas maiores e com granulos, apresentam maior proporcao de
Ly49H"(64,02%) e Ly49I1"(35,54%) em relagdo as células menores e agranulares isoladas
no Percoll 40% com 10,84% de Ly49H" e 9,43% de Ly49I". Este perfil de expressao dos
receptores Ly49H e Ly49l demonstra a heterogeneidade das células uNK quanto a
capacidade de reconhecimento de antigenos MHC-l e compreensivamente, a maior
competéncia esta entre as células uNKDBA™ maiores e com granulos, consideradas
diferenciadas para a resposta imune inata, em relagdo a populagdo minoritaria entre as
células uNKDBA™ menores e agranulares. Dentre estas populagdes de células uNKDBA*
isoladas no Percoll 40%, certamente ocorre uma heterogeneidade de células entre
aquelas isentas de granulos e aquelas que iniciam a biogénese desta organela. A
expressao dos receptores Ly49H e | podem estar relacionadas com a aquisi¢gdo gradual

da competéncia na resposta imune inata.

Por outro lado, mesmo entre as uUNKDBA* maiores com granulos, verificam-se
populacdes consideraveis destas células que ndo expressam os receptores Ly49H ou
Ly49l. As razbes desta heterogeneidade devem ser alvo de investigagGes futuras, em
particular nas situagbes de gestacdo andmala. Ao contrario de outros receptores
avaliados neste estudo, como o DX5 e o CD8a, que aparentemente sdo expressos
constitutivamente em todas as células uNKDBA®, os receptores Ly49 diretamente
relacionados com a competéncia destas, como células efetoras da resposta imune inata,

foram as que apresentaram diversidade de expressao.

A atividade angiogénica das células uNK no utero gestante tem sido amplamente
relatada tanto em camundongos (Croy et al, 2012, Hatta et al, 2012) como em humanos
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(Quenby et al, 2008; Li, et al, 2008). No presente estudo, confirmaram-se a expressao do
VEGF-A e do DLL1 ligante nas células uNKDBA" investigada em citometria de fluxo. A
presenca do DLL1 ligante na superficie da maioria das células uNKDBA*, comprova a
envolvimento e a importancia desse mediador angiogénico pela via de sinalizagcao Notch,
que pode ativar producdo do VEGF nas células uNK (vide detalhe capitulo Il). De fato,
100% das células uNKDBA'/DII1* expressam o VEGF-A nas células isoladas em Percoll
30 e 40, comprovando que estas células detém a capacidade angiogénica
independentemente da aquisicdo dos granulos citoplasmaticos, como ja relatado
anteriormente (Lima et al, 2012).

A correlacdo entre a heterogeneidade morfologica e as funcbes citotoxicas e
angiogéncias das células uNKDBA®™ nao estda completamente estabelecida. Lima e
colaboradores (2012) demonstraram que a expressdao das proteinas liticas
perforina/granzima e o mediador angiogénico VEGF podem ser coexpressos nas células
uNKDBA™ através da imunomarcagao em cortes histolégicos. Porém, esta coexpressao do
VEGF e perforina nas células uNKDBA+ estava restrita cerca de 50% destas células,
assim como, pela imunocitoquimica, a presenca da perforina ou do VEGF nas células
uNK estavam ao redor de 50% do total das células uNKDBA®. A avaliagdo da possivel
heterogeneidade das células uNKDBA™ quanto as coexpressoes de fatores angiogénicos
e citocinas pré-inflamatérias Th1 pela citometria de fluxo, comprovaram que a maioria das
células uNKDBA™ podem coexpressar o DLL1 ligante e o TNF-a, independentemente se
ricas ou pobres em granulos.

Fato intrigante € a expressdo da citocina pro-inflamatério TNF-a de forma
constitutiva nas células uNKDBA®, independente do seu perfil de receptores de
membrana. Diversos experimentos relatam a necessidade de estimulo inflamatério das
células para a sintese e secregéo desta citocina (Jokhi et al, 1994, Naruse et al, 2009a),
assim como, ha relatos de aumento desta citocina no ambiente uterino em gestagdes
andémalas (Mueller-Eckhardt et al, 1994; Christiansen et al., 2006; J.Calleja-Agius et al,
2012). Em nossos estudos, as células coletadas provenientes do Utero de animais
normais sem qualquer estimulo representam o perfil de células com atividades normais.
Esta expressdo constitutiva do TNF-a, pode, por outro lado, estar relacionada com a
funcédo angiogénica das células uNKDBA+. Sainson e colaboradores (2008) verificaram
que o TNF-a atua inicialmente bloqueando a sinalizagéo o receptor 2 do VEGF(VEGFR2),
mas ativa as células tip dos vasos sanguineos pela via de sinalizagdo Notch promovendo
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a angiogenese e a migragdo de células endoteliais com aumento da expressédo de
VEGFR2.

O conjunto destes dados comprovam que as células uNKDBA™ constituem a maior
populacdo de células NK do utero gestante de camundongos e esta populagéao celular
pode ser identificada tanto in situ nos cortes histolégicos, quanto em suspenséao celular do
Utero através da lectina DBA, enquanto outros marcadores como o NK1.1 revelam apenas
uma populacao bastante restrita de células uNK. Esta populacao majoritaria das células
uNK pode ser identificada como sendo: uNKDBA*/DX5*/NK1.17/CD3/CD8a".

Quanto ao perfil funcional, esta pode ser complementada como sendo
majoritariamente: uNKDBA*/Perforina’/TNFa*/VEGFa*/DLL1*, isto é, estas células

apresentam o perfil citotdxico e angiogénico simultaneamente.

Quanto aos receptores de regulagao da resposta imune inata, as células uNKDBA™
apresentam heterogeneidade de expressdo. Isto esta relacionado com a diferenciacao
destas células com combinagbes do receptor Ly49H e Ly49l que podem ser:
uNKDBA*/DX5%/NK1.1/CD3/CD8a*/Ly49H" ou /Ly49H e; uNKDBA*/DX5"/NK1.1/CD3
/CD8a*/Ly49l" ou /Ly49l". E, esta variacdo na expressao destes receptores deve ser um
fator chave para manter a resposta equilibrada no ambiente uterino no decorrer da
gestacao.
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6 - Conclusao

e A utilizacao dos trés marcadores classicos (lectina DBA, PAS e anti-perforina) para
células uNK de camundongos em métodos citoquimicos e imunocitoquimicos
combinados in situ no Utero, demonstram que a grande maioria das células uNK
sdo DBA" com poucos ou muitos granulos e este perfil morfolégico de marcagéo é
igualmente constatado pelo PAS e anti-perforina, quando as reacdes simultaneas

sao analisadas em microscopia de fluorescéncia.

e As células uNK isoladas do utero gestante de camundongos avaliadas pela
citometria de fluxo sdo reativas a lectina DBA e a grande maioria destas
compartilha a expressdo do receptor DX5, porém ndo o NK1.1, ou o CD3 e
portanto, ndo sdo subpopulagbes de linfocitos NKT. Este perfil de células
uNKDBA*/DX5/NK1.1/CD3" pode ser separado em ceélulas pequenas
agranulares/poucos granulos ou células grandes ricas em granulos no gradiente
de Percoll 40% e 30%, respectivamente.

e As células uNKDBA'/DX5" apresentam fenétipo funcional tanto citotoxico
(UNKDBA/DX5"/perforina®/TNFa®), quanto angiogénico
(UNKDBA*/DX5*/DII1*/VEGF") e portanto, dualidade funcional configurando o
fenétipo UNKDBA*/DX5*/perforina®/TNFa*/DII1*/VEGF).

e As células uNKDBA*/DX5" apresentam os receptores regulatérios ativador (Ly49H)
e inibitor (Ly49l) da reposta imune inata em proporgdes variadas, confirmando a
ocorréncia de estagios de maturidade funcional entre as popula¢des agranulares e
granulares das uNKDBA+.

e Surpreendentemente, as células uNKDBA*/DX5"/CD3" coexpressam também o
receptor CD8a, sugerindo controle regulatério e capacidade de reconhecimento de

sinalizagdes externas incomuns as células NK.
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Figura 1
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Figura 1: (A-F) —Dupla marcacdo em microscopia de fluorescéncia das reagdes
citoquimicas de PAS (vermelha) e lectina DBA (verde) na regido mesometrial dos sitios de
desenvolvimentos embrionarios identificando e localizando as células uNK no 9° (A),
119(B) e 15° (C) dg de camundongo. Notar a colocalizagcdo das reagbes PAS*/DBA®
(cabeca de setas) com raras células uNK apenas DBA™ (aro amarelo) e detalhes do
padrdo de reacao PAS® (D), DBA" (E), imagem superposta (merge) PAS*/DBA" (F) de
uma células uNK (setas). Barras: A-C =30um; D,E,F = 10um.G —Histograma da propor¢ao
relativa (percentual) de células uNK quantificadas pela citoquimica de PAS e lectina DBA
em reacdo simultanea ilustradas em A,B e C. Notar a propor¢cado superior a 90% de
células uNKDBA'/PAS™ em relacdo as células uNKDBA+/PAS™ e uNKDBA'/PAS", nos trés

dias de gestagao analisados.
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Figura 2
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Figura 2: Dupla marcagédo de perforina em imunoperoxidase (microscopia de campo
claro) e citoquimica de lectina DBA (microscopia de fluorescéncia) nas areas do MLAp
(mesometrial lymphoid Aggregate associated to pregnanancy) e da decidua basal da
regido mesometrial do sitio de desenvolvimento do embrido no 9° (A-D), 11¢ (E-H) e 15°
(I,J) dg de camundongo. Notar as raras células uNKDBA+/Perforina- (cabega de seta)
encontradas apenas nas areas do MLAP no 9 e 11°dg e o predominio de células
uNKDBA+/perforina+ (circulos) cujas quantificagbes em proporgoes relativas (percentuais)
no histograma (K) demonstram que a grande maioria (superior a 90% das células
uNKDBA* s&o também perforina*. Barras = 30um
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Figura 3
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Figura 3: Citometria de fluxo da suspenséo celular obtida da regido mesometrial do sitio
uterino no 9°dg com delimitagdo do conjunto de células analisadas (A) determinado pelo
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) (selecdo R1). Dotplot representativos da
expressao dos receptores de NK/uNK - lectina DBA vs NK.1.1 (B) e DBA vs DX5 (C).
Expressdao do receptor CD3 dentre as células DBA'DX5" (D). (E) histograma da
quantificacdo destas populacdes em valores relativos (percentuais) obtidos de trés
experimentos independentes demonstrando a populagdo majoritaria de células uNK
DBA*/DX5"/CD3/NK1.1" (42%) em meio a 55,3% de células DBA".
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Figura 4: Citometria de fluxo da suspenséao celular obtida no gradiente de percoll a 30%
(A) e 40% (B), da regiao mesometrial do sitio uterino no 9°dg. Dotplot representativos da
expressao de perforina, TNFa e receptor CD8a nas células uNK DBA+ (C-H) e,
histogramas (l,J) da quantificagdo destas popula¢cées em valores relativos (percentuais)
obtidos de trés experimentos independentes, demonstrando a populagdo majoritaria de
células uNKDBA+ duplamente positivas para perforina e receptor CD8a (Percoll 30-
91,50%, Percoll 40-96,31%-) e, as células uNKDBA+CD8a+ predominantemente TNFa+
nos gradientes de Percoll 30 (98,91%) e Percoll 40 (92,50%).
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Figura b
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Figura 5 — Citometria de fluxo da suspensao celular obtida no gradiente de percoll a 30%
e 40%, da regiao mesometrial do sitio uterino no 9°9dg. Dotplot representativos da
expressdo de receptores Ly49H (A,B) e Ly49l (D-E) nas células uNKDBA®™ e os
respectivos histogramas de quantificagdo de trés experimentos independentes (C-F). Os
valores representam a média e desvio padrao de trés experimentos independentes.
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Figura 6
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Figura 6: Citometria de fluxo da suspensao celular obtida no gradiente de percoll a 30% e
40%, da regiao mesometrial do sitio uterino no 9°dg. Dotplot representativos da expressao
do DIl (A,B) e VEGFa (D-E) nas células uNKDBA™ e os respectivos histograma (C, F)
apresentando a proporgao relativa de células uNKDBA™/DII1* e uNKDBA*/VEGFa*® com
coincidéncia em 100% de células uNKDBA"/DII1*/VEGFa*. Os valores representam a
média e desvio padrao de trés experimentos independentes.
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Figura7
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Figura 7: Citometria de fluxo da suspensao celular obtida no gradiente de Percoll a 30% e
40%, da regiao mesometrial do sitio uterino no 9°dg. (A-B) Dotplot representativos da co-
expressao do DIlI1 e TNF-a nas células uNKDBA" e, o respectivo histograma (C) com os
valores relativos (percentuais de n=3) mostrando a ocorréncia de 4,533% de células
uNKDBA'/DII1*/TNF-a” no Percoll 30% e 1,08% de células uNKDBA*/DII1*/TNF-a" no
Percoll 40% , enquanto 94,97% sao células uNKDBA™/DII1*/ TNF-a* no Percoll 30% e
97,95% sao células uNKDBA™/DII1*/ TNF-a* no Percoll 40%. Os valores representam a
média e desvio padrao de trés experimentos independentes.
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Figura 8

Figura 8 - Gel de agarose corado com brometo de etidio com o produto das reagdes de
PCR de ciclofilina (1), TNF-a (2), Ly49h (3), Perforina (4), Ly49i (5) e CD8a (6) utilizando
os cDNA obtidos das amostras de RNA extraidas das células uNK isoladas.
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Abstract

Uterine vascular changes, critical for pregnancy success, oceur at each implant site during endometrial decidualization,
Mesometrial decidualization recruits high numbers of angicgenic, uterine Matural Killer (UMK cells that trigger
midpregnancy spiral arterial remodeling. We postulated that UMK cells contribute to early decidual angiogenesis as
endothelial-rell extrinsic sources of Deltadlike ligand 1 (DLL1), a molecule that induces endothelial tip cell differentiation and
orthogonal vascular growth in other tissues, ¥irgin uteri expressed DI mesometrially and anti-mesometrially and relative
expression increased in both anatomic regions as pregnancy progressed, Analyses of transcripts from gd105 0NK cells flow
sorted on the basis of expression of Dodichas Bifforus agalutinin (OBA) lectin revealed that OBA+ but not DBA- ukK cells
expressed DM Immuncstaining at god.5 found DLL1-expressing cells rare. At gd85, DBA+ oMK cells at all stages of
maturation expressed DLLT. By gd19.5, DLLT imm unoreactivity was strongly expressed by some bt not all DBA+ MK cells
and more weakly by DBA- cells, DLL1+ cells were mesom etrially stratified and concentrated within central decidua basalis.
Dur data suggest that UMK cells have the potential to induce endothelial tip cell differentiation and to promote noneplanar
vascular growth within early decidoa basalis,
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Introduction

The marmmalian MNotch signaling pathway is composed of four
receptors {(Noteh 1-4) and five ligands Jagged] and 2 and Delra-
like ]igand fDLLY 1, 3 and 4). MNoteh uges cell contac,t-dependent
signaling mechanisms triggered by the binding of Notch lgands
their receprors [1]. Signal ransmission generally occurs between
neighboring celly that EXPTER high levels of either the PECEPLOL OF
the ligand, although receptor-ligand co-expresslon ooours In s0Ime
cell types, such as endothelium [2]. Notch activity in endothelial
celly i3 essental for monsge development and guecesgfol Pregnanty
with the receptors Motchl and Motch4 and the ligands Jagredl,
DIL] and DLL4 having major expression [2,3]. Motchl and
Motehd have girnilar roles pmmm:i.ng arterial cellfate gelecton and
angiogeness [4]. Jaggedl plays roles n vaseular smooth muscle
development essential for postatal survival [3,0]. Loss of one copy
of Dildis a midpregnaney, embryonic lethal due to arterial venous
rnalfprmations [7] while heterceygosity at THIZ results in a micro-
scopic vascular anpmaly compatible with life [1]. Studies of
neonatal retinal vessels using DHEF heterozygotes identified reduced
endothelial tp cell developroent and irmpaired vascular branching
in deeper layers compared with +/+ controls. That is, orthogonal
branching was more impaired than planar branching. Of

PLOS OME | wnw plosone.ory

importance, TLL1 was shown t be a product of extravascular
cells [1].

Angther issue with rapid centrifugal advancement of a vaseular
plesus is the mouse implantaton site [§]. Shortly after hatched
blastoeyst implantation on the ant-mesometrial {AM) side of the
uterus, late on gestaton day {gd)3, decidualizaton of the uterine
swoma beging. Maternal nepangiogeneds commences after about
24 h later at gd5.0 [9] radiating from the emnbryonic ceypr [8,10].
Successful decidual development, mcluding decidual microvascu-
lar development, i3 emental for completiun of i.tnplantation in
mice [11-13], bnonang [14,15] and other speeles with hemodhorial
placentation [16,17]. Steroid hormone reguladon of Notch
signali.ng parhways i j.rnplicated in uterine decidualization and
decidual vaseular developroent in mice, human and baboons
[18,19]. Roles for the Notch ligands have received less attention.
[20-22].

Cmszet of decidnalization in mice i5 follpwed rapidly by amassive
influx of extravascular and ntravasoular MNatural Killer lympho-
eytes fulME cellg) into each j.rnplant Fite [23,24]. TNK celly and
other lenkoeyte subtypes localize to the mesometrial MW decidua
basalis and would be present in the decidual sarnples in which
MNotch signaling has been demonstrated. At gd6.5, 50% of wMNE
cells express the surface lectin Doichor bflorar agglutinin (DBA).
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The proportion of this uNK cell phenotype increases o 90% by
gdl0.5 when the effects of uNEK cells on the promoton of
sructural changes in spiral arteries are quantifiable [25]. From
adoptve cell transfer sudies, DBA+ ulNK cells were shown to be
a gubget that homes to the uterug from peripheral Organs [25]. At
midpregnancy {gdl0.5), the DBA+ rather than DBA- subger
comtaing the strongly angiogenic ulNK cells [26). The DEA+ uNEK
cell subset synthesizes vascular endothelial growth factor (VEGE)
[27.28], placenta growth factor {PGF) [20], eplrin B2 {EFNBEZ)
[30], CD¥31 [8] and other molecules important to endothelial cells.
UMK cells are found only at implant sites and not between them.
At implant giteg, UMK cells are found only megometrially where
they surround major branches from the uterine artery that mpply
each placenta. Both whole mount & s irmmun ohistochermistry
and immmohistochemical staining of decidual tissue sections
indicate that the highest density of new vessels in mouse implant
sites 15 in the ulNK cell-enriched, deddua basalis [8,27]). The
special angiogenic functons atiributed to uterine but not to blood
NEK cells [26,21] led us to postulate that ulNK cells may be a spurce
of endothelial cell-extringic DIL] and that their recrouitment to
early decidua bagalis would elevate numbers of endothelial tip cells
to prepare a rich, 3-dimensional, vascular network to support the
diseshaped mouse placenta that completes its development in this
region at approxirnately gd9.5-10. Molecular and imrmun ohisto-
chermical findings support this hypothesis.

Materials and Methods

Anirnals

Animal use was carried out in compliance with recormmenda-
tong of the Canadian Couneil on Aniral Care’s Guide to the
Care and Tlze ofEscper“immtal Anirmals under protocols appr'o\?ed
by TUniversity Animal Care Comenitee {JACC), Crueen’s
University. Inbred CS7BL/D {B6) and randombred CIH mice
were purchased from Charles River {8t Constant, (U} All mice
were maintaired with water and fopd ®ad libitnm™ and 17 h ]ight
cycles. For pregnancies, 8-to 10-wk old females were caged
overnight with syngeneic males, and vaginal plug detection was
called gd.5 Mice were enthanized by cervical digocation and
uteri were dissected and prepared distinetly for each protocol as
described below. Waginal smears and ovarian observation at post
mprtem were used to determine stage of esus in virgin mice.

Whole Mount in sitd Immunohistochemistry

For whole mgunt stai.n.ing, BE6 uterine dissectons were
comducted under dissection microseope magnificaton ag pre-
vigusly reported [B]. For gd4.5, uteri were bisected at the cervix
and mid uterine horn then halved longitudinally to give M or AM
tgsue. For gdﬁ.S or 7.5, the AM uterine wall wag incised, reflected
mesometrially and trimmed to leave only a gmall tag of landmark
royometium, Decidual capsules were then halved midsagittally to
open the ernbryonic crypt. Dhssected tssues were then placed intg
200 UL PBS supplemented with 1% bovine serum albumen {BSA)
and [1.1% sodium azide {(PBA) in a 5 mL tube on ice, 10 ug/mL of
a blocking antbody to the 1g Fe receptor {and-CDNE/CDEZ
{supernatant of hybridoma 2.4G3, ATCC Bethegda MDY were
added and then CIMS-FITC {1.5 pg/ml, 25-0451-31,
eBioseience) and CD¥1-PE {0.8 pg/mL, 553373, BD Pharmingen)
or DLLL-PE {0.8 e, 128307, BioLegend, Cedar Lane Labgrato-
rieg, Burlington OV, Canada)were added. After 1 h of incubation
with rotation at 4°C, an excess of PBA was added to each tube and
Hssues were removed, placed on microseope slides, cover dipped,
exatnined u.si.ng epiﬂuores«:ence m.icroscopy and photographed.
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Comamic UMK Cell Expression of DLL1

RMNA Analysis

Wirgin, gd4.5 and gd5.5 BE uteri were dissected into M and AM
tdgsue ag described above for gd4.5 whole mounts. In FEprarate
dishes containing PBS, M or AM tissue was placed, lnmen dde up
and small eurved forceps were used to gently scrape the mucosa
away from the uterine wall. At gd‘l-.S and 3.5, LOTLCEPTUS cells
would be present predominantly in AM scrapings. At gd6.5, the
deddual capsule containing the early primitive soreak embryo can
be disgected frormn the uterine wall. Dissected deciduas were opened
under microscopic chservation using #5 watchmaler’s forceps
{Fine 3cience Tools, North Vancouver, B.C), and the eggeylinder
wias removed. Then each decidual capsule was halved wansversely
intop B and AM samples and similar samples from one pregnancy
were pooled for RIVA isolation. By gdl0.5, AM decidua hag
regressed and was not studied while the M region has developed
a second area diginet from decidua basalis. This trandent region
forms between the layers of uterine muscle only at implant sites, i3
enriched for dividing ulNEK cells [24] and &5 known as the
mesometrial lyraphoid aggregate of pregnaney {MLAp). To dissect
gdlD.S uterd, the uterug wag incised ant-megormetrially and the
fetus and its membranes were discarded The placenta was
removed from the uterine wall, placed with the umbilical cord
rermmant down and the UppEr, whitish decidua bagaliz wag
rempoved. MLAps were harvested from the uterine wall with fine
curved iridectorny sdssors. For both tssues, all samples from
a single litter were PO pled. Atleast two fernales were J'ndependenﬂy
prepared at each time point and their uterine samples were
analyzed in multiple independent experiments.

Total RINA was prepared from M and AM virgin endometrinm,
gdt5, gdd 5 and gd6.5 B M and AM decidua and from gd10.5
BG decidua basilis and MLAp using Qiagen RMNeasy Mini Kit.
cDIMNA wag gynthesized from 0.5 pg toral RNA using Invitrogen
SuperBeript® 111 First-Btrand Synthesis Systern. The resulting
cDNA was used as temnplate for gRT-PCR. gRT-PCR used the
ABI Prigm 7500 system with TaqMa.n® Gene Expresion Magter
Mix {Applied Bigsysterns, Foster City, CA) TagMan® Gene
Expression Assays containing Herifprimer and TagqMan probe
{Mm01545399_m]1} were purchased from ABL PrimeTime®
qPCR. Assays containing primers and Taghdan probes were
purchased from Integrated DMNA Technologies, Inc. for
M. PT.51.5548995 { D1}, PCR conditons were initial meabaton
{2 min; 50°C), enzyme heat activation {10 min; 95°C), 40 cycles
{155 at 95°C; lmin at 0% Reladve expresdon of target
transeripts was normalized to hypoxanthine guanine phosphoe-
ibogyl transferage-1 {Hiwtl) oransoripts

Separation of DBA+ and DBA- uNK Cell Subsets and their
Gene Expression Analysis by Quantitative gRT-PCR
Gdl10.5 decidua basalis and MLAp were dissected as above,
mechanically prepared as pocled cell suspensions and sorted by
flow cytometry as previously described and validated [26].
Randombred CTF] mice that have large litters were used since
neither adequate cell numbers nor RNA of suffident quality was
obtained after several gdl0.5 BE cell sorts. Two independent CDHN
cell sorting experiments were conducted Washed cells were
incubated in 1% BSA, then stained {30 min, 4°C) with FITC-
corjugated DEA {01 pg/mly Sigma-Aldrich) and antibodies from
eBioscence {Ban DHego, CA, TUSAY PE-conjugated anti-mouse
CLH22 {14100, clone 5H4) and PE-CyS-conjugated anti-rouse
CD3{1/100; clone 145-2C11) Forward and side scatter properties
were used to set the initial gates, then CD3-CD122+ cells were
gared, sorted as DBA- or DBA+ cells and collected using an
EPICE Alwa Flow Hy-PerBort Cytometer {Beclanan Coulter,
Mississanga ON). Sorted cells were ysed and RINA was isolated
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using a PicoPure isoladon kit {Malecnlar Drevices;, Toronto, ON)
following manufacturer’s instructions. RINA was reverse tran-
scribed and amplified usng the Owvation Pico WTA System
{MuGEN, San Carlos, CA) to PCR template ¢DHNA,

Irarmur obistoch emistry for Detection of DLLT and DBA
Lectin Reactive Cells

Six-micrometer cryostat sections were cut from O.CT.-
embedded gdfi.5 and gd10.5 Bb and CDH implant sites, mounted
onto coated slides {Superfrost Plus, Fisher Scientific, Toronto CIN)
and fixed {100% acetone, 15 min, 4°C). Sectons were blocked
1% BSA, 30 min, 20°C), before overnight incubation {4°C) with
anti-DLL1-PE {0.8 pg/mT, 128307, BioLegend) Sections were
washed {PBS), incubated {1 h, 20°C) with FITC-DBA lectin
{2 pg/mL, Sigma, Cakville, ON, Canada) then cover slipped with
4" B-diamiding-2-phenylindole {DAFT) supplemented mouniting
medium {DAFT Gold with Ant-Fade Agent, Molecular Probes;
Burlington, OM, Canada) Sections were photographed under
epiflucrescence with reference alignment using Zeiss Axiomat and
Axiovidon image analysis software {Zeiss; Toronto, O, Canada).
Archived, gd10.5 B paraffin embedded tissue sections co-stained
for DBA lectin and periodic Acid Schiff's reagent {PAS ) [29],
a reagent that recognizes all granulated ulNE cells, were studied
microscopically for orientation and photographed.

Statistical Analyses

Drata are expressed as rneanst SEM. Statisical analyses were
performed using Prign 4 software (GraphPad Scftware, Inc).
Bratistical sgnificance of the difference between two sets of data
was assessed by one away ANOVA with Tukey’s post test. P<<0.05
was conddered significant.

Results

Wesometrial Drecidual Vessels Ciffer to Vessels in Arti-

mesometrial Decidua

Whole mmoont irmpmumehistochernistey was used to demonstrate
that vessels in early M deddua differ from vessels in AM decidua,
These differences are illustrated in Fig. 1 for gd7.5 B6 mice. Even
at low power {Fig. 1A), the greater density of CD¥ 1+ vessels in the
M versus ADM or lateral decidua i3 visble. Athigher power, vessels
of the M region are seen to be broader and more web-like than in
the AM region {compare Fig. 15 to 1C). The webbed appearance
is representative of a plesus of mmarure vessels before pruning
and lumen formation in other Gssues and in tumors. Under CDE1
imaging, the wvessels in the secondary AWM decddua give the
appearance of small, honeycomblike smuetures {Fig 1), in
comaparison to the larger distanees between related vessels in M
decidua {Fig 1B).

CDH5+ cells are present in both M and AWM deddua but they
are mote numerous and more uniformly of lnpheid appearance
mesometrially feompare Fig. 1D to 1E). Trregularly shaped CTH5H+
cells are present throughout decidua but are more noticeable in
lateral and AM decidua due to lower CDM5+ cell munbers in these
regions. The irregularly shaped CDMS+ cells were previously
classified as CDN 1b+CD1 1e-F4/80-Gr-1-CDE-NK1. 1-CDE1 - im-
matare monocytes [B]. When image colors ave merged, it is
evident that CDM3+CDE L+ cells are comrnon in M decidua and
rare in AM decidua {compare Fig, 1F to 1G). These data illusorate
that in live M decidua, lenkoeytes are sbundant and eolocalized
with vessels in a marmer suppordve of the hypothess that they
promote angiogenesis. These data also suggest that mechanigms
supporing angiogeness in M decidua differ from those in AM
decidua.
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Cymammic UMK Cell Exprassion of GLL1

DT Expression in Mouse Merine Mucosa and Early
Decidua

To address THIT expressiun inn the B and AM regims of the
virgin uterng, RINA was isolated from diegrous B uterine horng
that had been wansected mto B and AN halves. FHIT transcripts
were detected in both B and AR muccsa {Flg. 24, QB}. To
address whether FHIT expnassion in the uterug was altered by
preghancy, a e course of M and AN DT expres‘,sion wWag
condneted using B mice. At gd4. 3, before decidual angiogeness is
initated, relative transeript abundance was lower mesometrially
than in virgin M uterus. Relatve manscript abundance i M
deddua then returned to virgin levels at gd3.5 and inereased after
db.5 {Fig. 2A) At gdl0.5 when two M regions enriched in ulNK
cells are present {e the MLAp and decidua basalis), INIT
expresacn was elevated in each subregion, relative to gd4.5
decidua basalis {Fig 24).

In AM tssue, relative ahundance of DUF transeripts was dmilar
between virgn and gd4.5 uterl but increased between gd4.5 and
6.5 {Fig. ZB). Btudies of AM deddua were not undertaken at
£d10.5 due to advanced AM decidual regression at this time.
Thus, DI expressing cells are present in the virgin uterus and in
early post-implantation decidua in both M and AN regions. The
virgin and AN data indicate that uterine IHIT is transeribed by
uterine cells pther than uNK cells, since clagsically-characterized
uMNE cell; are abgent frorn these tggues [24].

Dt Exprassion in gd10.5 DBA+ and DBA- uNK Cells

To determine whether ulNK cells are amongst the M decidual
cells expressing DT, uNE cells were isplated from pooled
suspensions of gdl(5 CD decidua bagalis and MLAp by flow
sorting. Transcripts for DI were detected in RINA from the
DEA+ but not the DBA- ulNE cells {Fig. 2C). Thug, the ulNE cell
subget that was previously shown to home to the uterus dur‘j.ng
PrEgHANCY and to include h.ighly a.ng'iogenic ulK cellz [25_|, 15 the
subsget that, at gd 10.5, containg celly exprewi.ng THIE

Sorme DBA+ uNK Cells Express DLLT

To lpcalize DLL] expressing cells, whole mount studies were
undertaken at gd4. 5 and 6.5, Rare, small cells very weakly reactive
with DLL14 were phserved ant-mesornetrially at both tmes {data
not shown)., Because intact, unfixed tssue begins to deteriorate
upen an extended antibpdy neubation that requires agitation,
cryostat sections of acetone-fixed gdf.5 and gd10.5 BS and CD¥
implant sites were used for extended overnight antbody incuba-
tons to improve the detecion of reactive cells Usng PE-ant-
DIL], FITC-DBA lectin and DAFPI, DBA+DILI+ cells were
identified in both straing with the only notcable difference
between the straing being greater numbers of DBA+ uMNE cells
in GO than in B6. At gd6.5 {Fig 3A-TV), a few cells in decidua
basalis were DLL 1+ {Fig. 30). The DLL1+ cells were a mixture of
TBA+{Fig 3A,5C) and DBA- (Fig. 3B, 3C) cells. Both the DTL1+
and DBA+ cells had a range of sizes and appeared to be within
tsue rather than vessel-amoelated dnce DAPI+ nuelel dosely
abutted cells reactive with either or with both reagents.

At gdlU.S, cellz stron@y reactive for DIL1  were readily
identfied in B and in CD1 {Fg 4A-IN show Bb; Fig. 40 shows
CIDH . lmpm“tanﬂy, the DLL1+ cell; were not unjfor‘nﬂy dizoib-
uted but appeared to be sradfied into “layers” or “bands™ within
deddua basalis Fig. 4M) In the most external band, "layer 1%,
shown in Fig 40, DLLI+ cells were absent from the
myometium fnot shown) and very rare {Fig. 4B) in the MLAp
in comparison to DBA+ ulNE cells Fig 44). The rare DLL1+ cells
in the MLAp were vessel associated {Fig 48, 4C). Decidua basalis
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Mesometrial Decidua Basalis (M)

Cynamic uNK Cell Expression of GLL1

Anti-Mesometrial Decidua (AM)

Figure 1. Whole mount in situ immunohistochemistry of gd7.5 B6 implantation sites co-stained with PE-CD31 (red) and FITC-CD45
(green). Low power image (A} is a for orientation. The mesometrial side of the uterus is uppermaost; the central black region (*} represents the
embryonic crypt. More C:3 1 expression is present mesometnially than anti-mesometrially or in lateral (L} decidua. Images B, O, F are of the same fiald
(represented by the boxed M) of the mesometrial uterus. Images C, E, G are of the same field (represented by the boxed AM} from the anti-
mesometrial uterus. Image (B} illustrates the larger, web-like, less linked vessels of the decidua basalis. These are distinctly different to the narrower,
maore frequently linked anti-mesometrial vessels shawn in (C). (B} but not (C} contains high numbers of CG31+ leukocytes. Image (C} shows the
enfichment of leukocytes in decidua basalis while image (E} shows that leukocytes present anti-mesometrially are less frequent and maore
heterogeneous in shape and size. Rad and green are merged in images (F} and (G). Image (F} shows that many cells with co-expression of C031+and
€045+ are present mesometrally while image (G) shows their absence anti-mesometrially. Magnification barin (A} is 200 um; in B-G 50 um.

dai10.1371/journal. pone 0052037 g001

was subdivided into two layers on the basis of DLL] expression
{labeled 2 and 3 in Fig. 4M{i)). The decidua basalis more distal to
the placenta {pdDB) contained numerous large cells with bright
expression of DLLI {Fig. 4E). These cells co-expressed DBA lectin
{Fig. 4D, 4F showing Bb; Fig. 40 showing CD1), identifying them
a5 DLL1+ ulNK cells. The DLL 1+ DBA+ ulNK cells appeared to be
aligned around vessels. This is a typical position for DBA+ and
DBA- ulNK cells in paraffin-embedded sectons {Fig. 4IN). DBA-

PLOS DNE | www plosoneaory

ulNK cells are identified by PAS staining which reveals all uNK
cells with eytoplasmic granules. DBA- cells of undefined lineages)
with dim DLL] expression were also present in M decidua of B6
and CDI {Fig. 4F, 40) indicating that uNK cells are an abundant
but not exclusive source for this ligand. Decidua basalis proximal
to the placenta {ppDB) contained the highest frequency of uNK
cells {Fig. 4G) but lacked DLL] expressing cells {Fig. 4H, 41).
Additionally, AM decidua lacked detectable DILLI expression
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Figure 2. Quantitative realtime PCR analyses of DII1 in mesometrial and anti-mesometrial uterine samples and in flow sorted uNK
cells. Relathive mRMNA expression of OIT by the mesometrial side (M} of the virgin gd4.5, gd5.5 and gd65 uterus of of the gd10.5 mesametrial
ymphaoid aggregate of pregnancy (MLAp} and decidua basalis (D6} is shaown in (A). Relative mRNA expression of O by anti- masom etral (& M) virgin
uterus and by gd4.5, gds 5 and gd65 anti-mesaometrial decidua is shown in (B} Relative mRMNA expression of DOT at gd105 by C03-CO22+0EA-
(OBA-) and CO3-C0 2240 BA+ (DEA+) C01 decidual cells normalzed to HprefiC) s shown in (D). Data are means=®5EM from all replicate analyses of

two independent experiments, ¥ P=0085, * P00, * P00,
dait 10,137 journal pone 0052037 g 002

{Fig 4K, 4L} and lacked DBA+ uNK cells {Fig. 4T, The only
DEA+ cells in AM regions were endothelial cells of the yolk sac
{arrows in Fig 4T, 4K)

Discussion

App]ication of whole mount & sy imrmunchismchernstey to
mpuse uterus between j.rnpla.ntation and rmd Preghancy {ng.S}
wag recently reported [8]. In that study, no direct interact ong were
observed between decidual CDMS+ cells and wophoblast cells that
ubigquitously expressed a flucrescent gene tag. That pbservation
made in intact, viable mplant sites challenged a number of widely
held ideas concerning direct receptor-ligand and cell contact
Interactions between trophoblasts and the ulNE cells recruited to
early decidua basalis. In contrast, the whole mount stody provided

PLOS OME | wnweplosoneory 5

positional information suggesting early decidual CTHSH cells act
on the autplogous vasculatre of the mesometrial decidua
Nepangiogeness accompanies decidual development and is erucial
for normal gestational development [16,32,33]. Both human and
mouse ulNE cells pmduce the angiogenic mplecules WEGE and
PGF that regulate endothehal cell divigion. Time courge and uNE
cell subser analyses of VEGF expression further showed that
between gd7.5-0.5, 50% of DBA lectint ulMK cells express VEGE.
By gdl4.5, VEGF+DEA+ ulNK cells were 30% of the DEA lectint
ulNK cells and total ulNK cell numbers had dropped suggesting the
angiogenic roles of ulNK cells regress after mid gestaton [28).
Recently, microarray analyses and validatons were reported that
reached the conclusion that mouse oNE cells do not contribute to
deddualizaton and angiogenesis [34]. In that study, decidua from
CD mice with and without fI73, the gene for an essential growth
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Figure 3. Histolegical analysis of gd6.5 B6 decidua basalis for expression of DLL1. Photomicrographs of gd6.5 B6 decidua basalis stained
with CBA lectin-FITC (green) ant-CLLT-PE (red) and DAPI (blugh demonstrate in () DBA lectin-reactive small, agranular oMK cells and immature ubK
cells with a few cyroplasmic granules. In (B}, the same field is imaged showing cells reactive with GLL1. In the merged image (C), the co-expression of
CEBA lectin and GLLY is shown (B and C arrows mark representative cells). Additional cells that were CBA- and not identified expressed GLL1. The
65gd DEAHDLL1+UMK cells were found in the masometrial decidua basalis (Maso DB} a region indicated as above the harizontal line in drawing (O
B, antry of major blood wessel branches from the uterine artery: C conceptus, including ectoplacental cone. The area endosed by dashed lines

represents the residual wterine lumen. Bas: & B and C are 40 um.
dait 10137V journal pone 0052037 9003

factor in uNK cell differentiation, were compared at gd7.5. Other
studies, incloding uitragroctural stodies, of wNE cell deficient
mice [35], conducted between gd 5.5 to 145 [20,35-37], sugwest
that gd7.5 was at least one day too early to observe effects from
absence of ulME cells on decidual cell numbers or decidual vessels.
DLl has a critical, nonsnitogenie role in necangiogenesis
becanse it wiggers the mducton of tip cells, in a cell contact-
dependent process that is central to the initiation of arterial
bra.nching a.ng:iogenesis. This allpws pmliferation in celly next to
the differentated 1:ip cell, the gralk celly, to extend the vessel. The
direction of new growth iy determined by factors that influence the
tp cells [38]. Studies of neonatal mouse retinal vascular
developroent indicate that DLLL 15 secreted by non-endothelial
cells and leads to crthogonal /perpendicular vascular growth. We
found DILL1 expressing cells at a very low frequency in mouse
decidua at gd4.5 by whole mount staining as might be expected
prior to gnget of angiogenesis. Given the report of significant
decidual angiogenesis including sprouting angiogeness at gdf.5
8], an wnexpeetedly snall nerease i DLLI+ cells was seen in
whole mounts at gdb.5 and again, only in AM decidua. One
explanation of these results could be that the AM angiogeneds was
not arterial smee DLLL 15 swongly amodated with arterial
differentiation [39]. An alternate explanation could be that the
1 h incubation used in whole mount staining to rmaintain tdssue
viability was insufficient for swong binding of this andbody. For
extengion of the antibody incubation tme to an overn.ight stainjng

PLOS OME | wnow.plasane.org

pmmcol) cryostat gectiong of fixed i.rnpla.nt gites rather than viable
hemizectiong were uged. Cryostat sectiong were prepared from
both BE mice in which we had moleclar evidence for DN
expresdon in M decidua and fiorm CDI mice in which we had
evidence for DI expression in ulNK cells. With this approach,
DILL] expression was detected at gdf.5 in DBA+ ulNK cells in
deridua bagalis. The data of Paffaro et al, [24] suggest that >90%
of the DEA+ ulNK cells present in M decidua at gdf.5 {7.5 in the
counting of their smdy), are immatore. The remaining DBA+
ulNK celly are larger, more roature celly containing TIUTET DS
eytoplagmic granulates that are also DBEA-reactive Both amaller,
non-granulated and larger, lightly granulated DBA+ uINE cells
expressed DLL1 {Fig 3) suggesting DLLL expression is a hallmark
of this lineage subset and not a protein acquired late during wNE
cell maturation. The absence of significant DLLL staiming at
gdl0.5 in similar early stages of uMNE cells found in the MLAp
{Fig. 4 A-C) shows that DLL] expression is dynamic during
pregnancy and suggests influences from the stromal micro-
ERVIFQRIMENT QF gestational lengl:h.

Previous comparative studies on cultured NK cells isolated from
first trimester human termmation decidua and from blood showed
that uME celly but not blopd NE cells elevate producion of
interferon gamma {IFN G) but not of interleukin § {IL8) in response
to exogenous DLLL [22). When combined with our data, this
finding potentially suggests that autocrine DIL] responses may
peeur in moeuge ulNE cells, ag in endothelial cells [‘2] Analygis of
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Figure 4. Histological analysis of DLL1 expression in mesometrial sections of gd10.5 B6 and CD1 implant sites. Photomicrographs A-L
and O show gd10.5 implant site cryosections co-stained with GBA lectin-FITC (green) to identify uNK cells and anti-CLL1-PE (red). Panel M(i} is stained
with only CBA lectin-FITC (green). Panels A M(i} are B6 implant sites and panel O is a C&1 implant site. Panel M(ii} provides a diagram of the regions
images were collected from for the other panels and has been marked to show the banding pattern seen for GLL1 expression. This should be
compared to low power image M} that shows CBA lectin-stained ulK cell distribution in each banded area. These are labeled region *1* for the
MLAP, region 2 for decidua basalis distal to the placenta (pdCB) and region 3 for decidua basalis proximal to the placenta (ppGB). Region 4, the AM
decidua, is at the bottom of the image. “C” represents the conceptus, including the placenta and the green ring around “C* is DBA lectin-stained yolk
sac endothelium surrounding the fetus. The black space between the yolk sac and the region labeled *3” is the placenta which is uNK cell deficient.
Expression of GLL1 by gd105 CBA+ cells was stratified within the masometrial side of the implant sites in both strains and no significant differences
were noted. In B6 MLAp (A C labeled “1” in M(i} and diagrammed in M(ii}}, GLL1 was strongly expressed only infrequently (8} and not by the smaller,
immature UMK cells that proliferate in this region (arrow heads in A, C). In decidua basalis of B6 that was distal to the placenta (G F} and CC1 (D),
CBA+ UNK cells brightly expressed GLLT (arrows in © F; D). CBA+DLL1+ uNK cells appeared to surrounded vessels (¥). Additional perivascular GLL1
staining was present that was not associated with CBA+ cells. The decidual region praximal to the placenta was devoid of GLL1+cells but abundantly
populated by CBA+ UMK cells (G). Meither CLL1+ nor CBA+ UNK cells were present in the highly regressed antkmesometrial decidua (A-Meso; »L).
CBA-stained yolk sac endothelium was present in this region (arrows in J, L). N is a photomicrograph of the placenta distal decidua basalis in a section
from an archived paraffirrembedded gd10.5 B6 implant site double stained using GBA lectin-horseradish peroxidase and Periodic Acid Schiff's
reagent (25). The latter stain reveals all granulated ulK cells and shows cells of the DBA-PAS+ subset (yellow circle}. This image shows the typical
strong association of uNK cells with arterioles and with microvessels, including intravascular positions and supports interpretations of the
fluorescence images. In M(ii}, BV indicates entry of major blood vessel branches from the uterine artery. Bars: A, B, C, J, KL, 0: 40 um; , E, F, G, H, I!
20 um; M: 200 um.

doi:10.1371journal. pone 0052037 004

IENG was important since its production by ulNK cells initiates
spiral arterial remodeling at mid pregnancy [40]. However, IFNG
regulation in mouse uNK cells cannot be achieved by autocrine
regulation since DBA- ulNK cells that lack DLL] expression are
the mouse IFNG-producing ulNK cell subset [26]. From studies of
human hematopoietic stem cell cultures, it was found that
exogenous DLL], DLL4 or Jagged? but not DLL3 or Jaggedl
promoted differentiation of NK cells with the decidual
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CD56+CD16- phenotype [41]. Thus, the most probable in-
terpretation of our data would be that angiogenic, DBA+ uNK
cells expressing DLL1+ and having autoarine capacity act on
DBA-DLLI- uNK cells that express Notch receptors to elevate
IFNG production [26,42). Peak IFNG production in mouse
deddua basalis is at gd10.5-12.5 [43], consistent with the transient
high expression of DLL] in DBA+ ulNK cells at gd10.5.
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NE cells are now grouped under the umbrella of innate
Iymphoid cells JLC). This cell category, Tmportant in mucosal
tggues, meludes lymphuid tgue indvcer (LTi), MNEK2Z and
nupeytes o ILCE cellg [4-4] Exactly how ulNK cells relate to
these various lineages i5 at present unclear. LTI contribute to the
development of lymph nodes and intestinal ymphoid soucnires
including Peyer’s Patches and are characterized by their eytoline
profile. TINK cells, like LTi celly, express 1122 [26] and ILTRA
5] and are associated with development of a lymphocyte-
enriched region. Our finding that UL i3 a product of immature
and mamre uNK cells suggests it would be profitable to explore
the roles of other ILC subsets in the promoton of angiogenesis and
in particular in the induction of endpthelial tip cell differentd atipn.
Early angiogenic actions could be major roles of ILCs essental in
the promotion of secondary lymphoid tssue development.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Investigacdo das subpopulacées de células

uNK no ambiente uterino gestante de camundongo” (protocolo n® 2921-1), sob
a responsabilidade de Prof. Dr. Aureo Tatsumi Yamada / Karina Yumi Degalki,
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e
com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 12 de dezembro de

2012,
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