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RESUMO
Durante a gestacdo em animais que possuem placentagcdo hemocorial, a

hipdxia no primeiro terco da prenhez é um dos fatores cruciais para indugédo da
angiogénese e o0 adequado desenvolvimento da placenta. Contudo, esta hipdxia se
contrapde a intensa atividade das células que requerem elevado metabolismo,
gerando um estresse fisiol6gico para estas células presentes na interface materno-
fetal. Presume-se que estas células necessitem de mecanismos apropriados de
citoprotecdo para sua sobrevida enquanto comprometidos ativamente no suporte
funcional do Utero gestante. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a expressao e a distribuicao da proteina de choque térmico 70 (HSP70)
na interface materno-fetal durante a gestagdo normal em camundongos e a sua
possivel variacdo em condicdo de estresse adicional induzido experimentalmente
através da lesdo embriondria. Sitios de desenvolvimento embrionario/fetal de
camundongos prenhes do dia de gestacao (dg) 6 ao 17 e, apds 30 minutos, 1, 6 e
12 h dos animais submetidos a lesao cirurgida do embrido (LCE) no dg 9 foram
coletados para: - processamento histotécnico convencional de embebicdo em
parafina destinados as analises citoquimicas (lectina DBA e reacdo de TUNEL) e
imunocitoquimicas (anti-HSP72/73, anti-PCNA); - embebicdo em resina Lowilcryl-
K4M para imunocitoquimica ultraestrutural (anti-HSP72/73); - obtencdo de
homogenados teciduais destinados a SDS-PAGE das fracdes protéicas e Western-
blot (anti-HSP72/73) e, - extracdo de RNA de homogenados teciduais e de células
uNK isoladas para analise de transcritos (HSP72 e 73) com amplificacdo pelo RT-
PCR. As andlises imunocitoquimicas demonstraram que as células uNK eram as
Unicas células que expressavam de forma constante as isoformas HSP72/73 ao
longo da gestacdo, sendo confirmada a expressdo dos transcritos génicos das
isoformas HSP72/73 nas células uNK isoladas pelo RT-PCR. A imunomicroscopia
eletrdnica detectou marcagdo conspicua nas mitocéndrias das células uNK. A
andlise quantitativa demonstrou que a lesdo do embrido reduz o numero de células
uNK positivas para HSP72/73 e, o SDS/PAGE/Western-blotting identificou as

isoformas HSP72 e 73 presente nos homogenados teciduais do Utero com uma
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perceptivel redugdo na intensidade da banda correspondente ao HSP73 nas
amostras de pos-lesdo, sem afetar significativamente a isoforma HSP72.

As andlises realizadas com a dupla marcacdo de TUNEL e PCNA
demonstrarm reducgéo de células uNK PCNA positivas no utero submetido a leséo
embrionaria e aumento de nucleos marcadas positivamente pelo TUNEL. Estes
resultados demonstram de forma inédita a expressdao de HSP72/73 nas células
uNK, sendo inédita também a constatacdo em leucécitos, sugerindo um papel
citoprotetor para estas células importantes na manutencao da gestacao. A reducao
de células uNK HSP72/73 positivas no utero gestante desencadeada pela lesédo
embrionaria, consubstancia a hipotese da atuacao da HSP 72/73 como chaperona
citoprotetora nas células uNK sendo critica a atuacao da isoforma HSP73 presente
na mitocbndria através da regulacdo negativa das vias de morte celular por
apoptose nas células uNK.

Palavras Chave: gestacdo; células Natural Killer uterina; proteina de choque
térmico (HSP)70; estresse; utero
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ABSTRACT

During the pregnancy of animals developing hemochorial placenta, the
hypoxia in the first third of pregnancy is one of the crucial factor for induction of
angiogenesis and adequate placental development. However, this hypoxia is
contradictory to the great dynamism and metabolism of cells required in the
pregnant uterus, conditioning a physiological stress for the cells present at the
maternal-fetal interface. It is presumed these cells demand appropriate
cytoprotective mechanism for their survival while are committed to actively support
the pregnancy. In this way, the present work aimed to investigate the expression
and distribution of the chapelone isoforms heat shock protein 72 and 73
(HSP72/73) at the maternal fetal-interface through the pregnancy in mice and its
possible variations under additional stressing condition induced experimentally by
embryo lesion. Embryo/fetus developing sites of pregnant mice from gestational
days (gd) 6 to 17 and, after 30min, 1h and 6h of surgical embryo lesion (SEL) on gd
9 mice, were collected for: - conventional paraffin embedding for cytochemical (DBA
lectin and TUNEL reaction) and immunocytochemical (anti-HSP72/73, anti-PCNA)
analysis; - LR-white resin embedding for ultrastructural immunocytochemistry (anti-
HSP72/73); - uterine tissue homogenates for SDS-PAGE of proteins fractions and
Western-blot (anti-HSP7273) and; - RNA extratction form uterine tissue
homogenates and isolated uNK cells for transcripts (HSP72 and 73) amplification by
RT-PCR. The immunocytcchemical analysis showed the uNK cells as the only cell
expressing constantly the HSP72/73 isoforms throughout the gestation, being
confirmed the expression of both gene isoforms by RT-PCR in uNK cells. The
immunoelectron microscopy detected conspicuous labeling in the mitochondria of
uNK cells. The quantitative analysis demonstrated that embryo-lesion reduced the
number of HSP72/73 positive uNK cells in the uterus and, SDS/PAGE and Western-
blot identified the HSP72 and 73 isoforms present in the tissue homogenates with
low reactive intensity of the band corresponding to HSP73 in the after-lesion
samples, without affecting significantly the HSP72 isoform. The analysis of TUNEL
and PCNA double labelling showed decreasing of PCNA positive-uNK cells in the
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uterus after embryo-lesion and increasing of TUNEL positive nuclei. These results
confirms the expression of HSP72 and HSP73 isoforms in the uNK cells through the
gestation and to date, this is also the first report showing HSP70 in leukocytes,
suggesting a cytoptotective function to this cell while working actively as important
cells supporting the pregnancy. The decreasing of HSP72/73 positive uNK cells in
the pregnant uterus triggered by embryo lesion consubstantiate the hypothesis of
HSP72/73 working as cytoprotective chaperone in the uNK cells, and the HSP73
isoform in the mitochondria seems to be critical on down-regulation of apoptotic cell
depth pathway.

Keywords: pregnancy; uterine Natural Killer cells; heat shock protein 70; stress;
uterus

X Vil



1- INTRODUCAO



1.1- A interface materno-fetal como um ambiente de estresse

A placentacao do tipo hemocorial € um processo biologico ativo tipicamente
invasiva por parte do tecido fetal, exigindo uma intima relacdo com o tecido
materno. Antes mesmo da implantacédo, e durante o desenvolvimento da gestacao
ocorrem drasticas modificacbes, morfo-funcionais como, a decidualizacdo do
estroma endometrial, a neovascularizagcdo e o acumulo das células natural killer
uterinas (UNK), mudancas no perfil hormonal e de outras substancias importantes
para a manutencdo da gestacdo, como as citocinas. Tais modificacbes sao
importantes para a formacao da placenta hemocorial (Croy et al, 2003), que
estabelece-se rapidamente no inicio da gestacado e consolida-se como a fonte de
suprimento de oxigénio e nutrientes para o crescimento do feto, com o
sinciotrofoblasto placentario agindo como barreira entre o sangue materno e o
tecido fetal (Aplin et a.l, 1991; Schneide, 2000). Estes eventos exigem das
populagdes celulares presentes na interface materno-fetal uma capacidade de
ajuste metabdlico em resposta as rapidas e profundas alteracdes de estimulo deste
microambiente.

Variagdoes de tensdes de oxigénio também sdo observadas na interface
materno fetal e sdo necessarias para a organogénese da placenta (Caniggia et al.,
2000). Em humanos, durante o primeiro trimestre da gestacdo o utero é um
ambiente de hip6xia o qual possui uma tensdo de oxigénio (pO2) menor que 20
mmHg (~2% O,). Esta pressdao aumenta progressivamente, atingindo valores
maiores que 50mmHg (~7% O) no ultimo trimestre da gestacéo, sendo que o inicio
do aumento da pressdo de oxigénio estd associada com o inicio da circulacdo
materna nos intervilos (Jauniaux et al., 2000). Portanto, a condicao de hipo6xia inicial
€ necessaria para o sucesso da gestacao (Caniggia et al., 2000).

Experimentos in vitro com explantes derivados de tecido gestacional
demonstram que ha uma alta incidéncia de apoptose (Huppertz et al., 2003) nestes

tecidos expostos a elevadas concentracées de oxigénio, quando comparados com



baixas (Reti et al.,2007). Os efeitos deletérios da elevada concentracdo de oxigénio
nestes tecidos podem afetar a integridade da membrana celular, o consumo de
glicose, a producéo de lactose, além de causar a fragmentagdo do DNA e apoptose
(Reti et al., 2007). Estes dados demonstram a importancia e a necessidade do
ambiente gestante possuir uma baixa concentracdo de oxigénio, isto porque este
elemento pode apresentar efeitos toxicos em determinada situagéo (Reti et al.,
2007).

O oxigénio é um potente oxidante, e o estudo de Hoffman e colaboradores
(2001) com células cancerigenas sugere que o potencial de oxi-reducao (redox),
evento diretamente relacionado com a quantidade de agentes oxidantes, como o
oxigénio, pode influenciar a proliferacao celular. Quando o potencial redox € alto
gera-se um meio oxidante, as células permanecem em estagio quiescente, pela
formagéo de pontes de dissulfeto (S-S) estabilizando a estrutura tridimensional das
proteinas. Quando o potencial redox é baixo, o meio € redutor, ocorre a quebra das
pontes S-S das proteinas, formando radicais —SH, proporcionando a proliferacao
celular. Uma das proteinas importante para a proliferacdo é a proteina de
retinoblastoma (RBp), que é desfosforilada quando em meio oxidante, e inibe a
transcricdo necessaria para o avancgo do ciclo celular (Hoffman et al., 2001). J4 em
um meio redutor ha o rompimento dessas pontes permitindo que a RBp seja
fosforilada e libere os fatores de transcricdo que permitem as células entrarem na
fase S do ciclo celular.

Ho Chen e colaboradores (2007) demonstraram que camundongos gestantes
expostos a hipdéxia em camara hipobarica durante a metade inicial da gestacao
aumentavam a quantidade de células sanguineas maternas, a concentracdo de
hemoglobina, assim como, as concentracbes de RNAm para proteinas chaves
envolvidas na sintese de hemoglobina no bagco materno. Segundo Semenza e
colaboradores (1998), o HIF1a (Fator 1a Induzido pela Hipdxia) é um fator de
transcricdo expresso unicamente em resposta aos niveis fisiologicamente

relevantes de hipbxia, com papel central na transcricao de genes que respondem a



hipdxia, como o VEGF que aumenta a permeabilidade dos vasos sanguineos
(Mayhan et al., 1999; Semenza et al., 2000; Schoch et al., 2002).

O utero gestante sob o efeito da hipoxia também pode desencadear a
producao de éxido nitrico (NO) (Fantel et al., 1998). O NO é um radical livre que em
concentracbes adequadas é benéfico, estimulando a angiogénese (Croy et al.,
2006), porém pode ser deletério, quando produzido em excesso (Touyz., 2004).

A hipdxia também induz a transcricao e expressao da enzima Oxido nitrico-
sintase induzido (iNOS) (Melillo et al., 1995), e éxido nitrico-sintase neuronal
(nNOS) (Black et al., 1995), conduzindo a um aumento do radical livre, o 6xido
nitrico (NO).As isoformas da enzima o6xido nitrico sintase: iINOS, nNOS e eNOS,
podem ser expressas em diversas células presentes na interface materno-fetal
durante a gestacdo (Ogando et al., 2003), dentre as quais, as células Natural Killer
uterinas (UNK) (Ogando et al., 2003, Lippe, 2007). Na resposta imune inata, o NO
esta envolvido na acado citolitica das células NK (Subudhi et al., 2001), e o
recrutamento das células uNK neste processo na interface materno-fetal pode ser
crucial, considerando que o IFN-y produzido predominantemente por estas células
no utero durante a gestacao (Croy et al.,1997; Ashkar et al., 1999) é também o
sinalizador para ativacdo das trés isoformas de NOS (Hilkens et al., 2003).

Por outro lado, NO pode exercer um efeito pro-oxidante fraco ou se combinar
com o superéxido para formar um oxidante mais potente, o peroxinitrito (ONOO"),
como ja demonstrado por Subudhi e colaboradores (2001), De fato, em grandes
quantidades nos tecidos estimulados por reacdo inflamatéria, sepsia, ou
isquemia/reperfusdao, o NO pode produzir efeito téxico, mediado pela agao do
ONOO'" que é produzido através da reacdo entre anion superdxido O (principal
espécie reativa ao oxigénio (ROS)) e NO (Ogando et al., 2003). O ONOO" é um
potente oxidante de variadas biomoléculas (Beckman et al., 1990) e seu potencial
citotdéxico esta relacionado com a inibicdo do transporte de elétrons mitocondrial,
resultando na inibicdo da respiragcdo celular, oxidacdo de grupos sulfidrila em
proteinas e o inicio da peroxidacao lipidica (Radi et al., 1994).



O ambiente hipbéxico do Uutero gestante esta, portanto, sujeito ao
desencadeamento do estresse oxidativo, podendo induzir necrose ou apoptose e
desta forma ao colapso dos tecidos da interface materno-fetal. O termo estresse
oxidativo é utilizado em circunstancias nas quais o a produgédo de radicais livres
resulta em dano tecidual ou na producdo de compostos téxicos ou danosos aos
tecidos (Sies et al, 1986). Pode-se dizer que um organismo encontra-se sob
estresse oxidativo quando ocorre um desequilibrio entre os sistemas pré-oxidantes
e anti-oxidantes, com o predominio dos primeiros. Portanto,a producao de radicais
livres como as espécies reativas de oxigénio (ROS) e NO decorrente do estresse
oxidativo e da possivel peroxidacao lipidica é fator determinante para as células,
uma vez que estas moléculas em pequenas quantidades sao importantes para a
fisiologia celular, porém, podem ser deletérias em concentracoes elevadas (Gayle
et al., 2002). Portanto, o balanco entre a producéo de radicais livres e de enzimas
anti-oxidantes é crucial para a homeostase da célula.

A modulacao do ambiente uterino durante a gestacao esta sob a influéncia
de outros fatores e mediadores quimicos, envolvendo tanto as células maternas,
quanto as fetais, em sequiéncias de interagdes ainda pouco conhecidas. O comando
desta complexa rede de sinalizacdo nao pode ser atribuido a um Unico elemento
presente na interface materno-fetal, uma vez que as interagcdes resultantes
decorrem de acoes e reacdes reciprocas entre as células presentes, mediadas por
combinacdes de sinalizadores de acao paracrina e/ou autécrina, como por exemplo,
o balancgo de citocinas Th1/Th2 (Wilczynski et al.,2005).

1.2- Células Natural Killer uterinas (UNK)

Em camundongos, ocorre a migracdo e o acumulo transitério de células
leucocitarias, com predominio de células linfocitarias da linhagem Natural Killer, em
areas da regido mesometrial de sitios de implantagdao embrionaria (Croy et al.,
1989; Peel, 1989; Paffaro Jr, 2003) denominadas de glandula metrial ou de



agregado linféide mesometrial da prenhes (MLAP-mesometrial lymphoid agregates
of pregnancy). Estas células NK presentes no Utero gestante sdo denominadas de
Natural killer uterinas (UNK) (Chantakru et al., 2002). Em camundongos, as células
uNK aparecem por volta do 5° dg e aumentam gradualmente em numero até
atingirem um valor maximo ao 12° dg na decidua basal. Pré6ximo ao parto
entretanto, estas células diminuem e tornam-se escassas. (Stewart & Peel, 1980;
Croy et al., 1997; Wu et al., 2006; Paffaro Jr, 2003). Em humanos, a populacéo de
células uNK apresenta um numero bastante elevado nas regides onde ocorre a
implantacdo do embrido, representando cerca de 70% dos linfocitos totais
residentes (Koopman et al., 2003; Van Der Meer et al., 2004).

Baseados no padrdo de reatividade a lectina DBA (Dolichos biflorus) na
membrana e nos granulos citoplasmaticos das células uNK, Paffaro Jr e
colaboradores (2003) descreveram 4 subtipos de morfolégicos (fig 1) .Estes
subtipos correspondem aos estagios de maturacao desta populagédo celular, quais
sejam: subtipo 1: sdo as menores (9 £ 3um) e ndo apresentam granulos, porém
com forte reatividade na membrana; subtipo 2: tamanho intermediario (13 £ 2um),
exibem ja alguns granulos em seu citoplasma e membrana com reagao positiva a
lectina DBA; subtipo 3: sdao as células diferenciadas (26 £ 7um), apresentando
muitos granulos e membrana com reacao positiva a lectina DBA e; subtipo 4: sdo
células em senescéncia que apresentam vacuolos citoplasmatico, com muitos

granulos e nucleo com condensacao da cromatina irregular.
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Figura 1: Subtipos de células uNK de camundongos identificados pela lectina DBA presentes na regiao
mesometrial do sitio de implantacédo de 9° dg. (a) subtipo-l, (b) subtipo I, (c) subtipo Ill e, (d) subtipo IV
(Paffaro Jr et al, 2003)

Segundo este mesmo autor, ha um gradiente de distribuicdo destes subtipos
de uNK na regiao mesometrial do sitio de implantacdo que varia de acordo com o
periodo gestacional (fig 2). A maior incidéncia de uNK subtipo | e Il encontra-se no
endométrio préximo ao miométrio, nas regides R1 e R2, enquanto os subtipos Ill e
IV encontram-se no endométrio préximo ao embrido nas regides R3 e R4. O
acumulo de células uNK deve-se ao recrutamento de células precursoras (pré-uNK)
provenientes de 6rgaos linféides, como bacgo e linfonodos, que devem chegar ao
utero provavelmente em diferentes estagios de diferenciagdo/maturacao
(Chantakru, 2002).
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Figura 2: Diagramas representativos de sec¢6es do utero de camundongos gestantes nos 52 dg (A), 10
dg(B) e 152 dg (C). O esquema ilustra as regides da distribuicao dos subtipos de uNK na regiao
mesometrial (M). Do lado oposto a regiao mesometrial encontra-se a regidao anti-mesometrial (AM), onde
corresponde ao sitio de implantacdao do embriao (E). Regidao 1 (R1), proxima ao miométrio (Mi), Regiao 2
(R2) esta localizada no endométrio (En) entre a R1 e a regiao 3 (R3). R3 representa a maior area
decidualizada e é a regidao que faz a interface materno fetal com a placenta fetal (FP). A regidao 4 (R4) é o

endométrio decidualizado da R3. (TGC) camada de células trofoblasticas gigantes. (Paffaro Jr et al,

2003)

Pela caracterizagdo imunofenotipica, as células uNK de humanos
apresentam um perfil semelhante as das NK circulantes (cNK) em sua superficie
(Croy & Kiso, 1993). Porém no utero estas células uNK apresentam
predominantemente marcadores CD56°"" CD16°™, enquanto as cNK sdo CD56%™
CD16”"9" (Koopman et al., 2003), o que caracteriza células com maior atividade
citotéxica (Cooper et al., 2001; Jacobs et al., 2001).

As uNK tanto em humanos como em camundongos apresentam pouca
atividade citolitica in vitro (Parr et al.,1990; Croy et al., 1991), porém participam
ativamente na producao de citocinas que regulam positivamente o crescimento da
placenta, do feto e da angiogénese na interface materno-fetal (Croy et al., 1991;
Ashkar et al., 2000).

O reconhecimento das células trofoblasticas placentarias pelas células
imunologicamente competentes do utero € um fator condicionante para o sucesso
da implantagdo embrionaria e posterior desenvolvimento fetal. As células

trofoblasticas expressam em sua superficie moléculas do complexo de



histocompatibilidade principal (MHC) classe | nao-classicos HLA-G e HLA-E, que
sao reconhecidos por CD94/NKG2, Ly49 (killer-cell-like receptors), ILT2 e ILT4
(Immunoglobulin—Like Transcript), KIR2DL4 e KIR2DL1 das células uNK (Perez et
al., 1996; Carretero et al., 1997; Houchins et al., 1997). Este reconhecimento
acoplado ao ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-basead Inhibitory Motifs) resulta numa
cascata de sinalizacdo para a producédo de citocinas e na inibicdo da atividade
citotdéxica (King et al., 2002; Croy et al., 2003; Xie et al., 2005), ou, de ativacao
envolvendo o receptor NKG2C (Geraldine et al., 2005). Estas interagdes, entre as
células uNK e trofoblasto, resultam em dultima instancia na inibicdo da atividade
citolitica das uNK na gestacao normal (Dieltil et al., 2006).

1.3- O modelo experimental de lesao cirurgica do embriao

O modelo experimental de lesdo cirurgica do embrido preconizado por
Roman (2001) e utilizado por Roman (2001) e Copi (2006), descreveram a
ocorréncia de hemorragia na area do MLAP dos sitios uterinos lesionados. Nestes,
segundo Copi (2006) constatam-se alteracdes evidentes nas células uNK, sendo
sugestiva a ativagdo da citotoxicidade decorrente da liberagcdo do conteldo dos
granulos lisossomos- secretores. Esta ativacdo é acompanhada de alteracdes
morfolégicas evidenciadas pela citoquimica de lectina DBA (fig 3) e foram
categorizadas em: - categoria | representa células com marcagdes descontinuas ou
auséncia na superficie celular e na marcagao nos granulos; - categoria Il, células
que apresentam marcacdo na superficie celular descontinua, porém com os
granulos positivos e; - categoria Ill as células reativas na membrana celular e
parcialmente em seus granulos citoplasmaticos. Estas alteracdes morfoldgicas nas
células uNK nos sitios uterinos submetidos a lesao cirurgica seriam decorrentes da
resposta ao estresse sofrido no embrido, ocorrendo assim, a degranulacdo dos
seus mediadores citoliticos frente ao desequilibrio da homeostasia da interface

materno-fetal devido ao colapso embrionario (Copi, 2006).
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Figura 3: Categoria de células uNK de camundongos identificados pela lectina- DBA presentes na regiao
mesometrial do sitio de implantacédo de 9° dg submetida a lesdo mecéanica do embrido. (a) categoria I, (b)
categoria ll, (c) e categoria lll (Copi et al 2006) .

Estas evidéncias sugerem que as células uNK respondem ao estimulo da
adversidade do ambiente uterino gestante, podendo potencialmente desencadear
uma resposta imune do tipo inata. Embora a producdo de NO pelas células uNK
tem sido relacionada com o processo de angiogénese da interface materno-fetal
(Ogando et al., 2003, Croy et al., 2006), Lippe (2007) utilizando o modelo de lesao
cirurgica de embrides em camundongos gestantes, relatou uma intensa mobilizacao
da iINOS nos periodos de 1 a 2 h p6s-lesdo embrionaria, sugerindo um grande
incremento na producao de NO através das células uNK.

Desta forma, o fato do ambiente uterino poder gerar constitutivamente teores
consideraveis de radicais livres, particularmente o NO, faz presumir que as células
presentes nesta interface que nado sejam os alvos diretos do beneficio destes
radicais livres, necessitem de mecanismos de protecdo eficientes que evite o
desencadeamento da morte celular por apoptose ou necrose decorrentes do
estresse oxidativo gerado neste ambiente.

1.4- Proteinas do choque térmico — (HSP) e os mecanismos de citoprotecao

Proteinas do choque térmico (HSP-heat shock proteins) sdo chaperonas,
altamente conservadas, presentes em procariotos e eucariotos que sdo expressas
constitutivamente, ou, em resposta a uma ampla variedade de injarias celulares
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(Schmitt et al., 2006). HSP podem interagir com multiplos componentes chaves em
vias de sinalizagcdes intra e intercelulares que regulam o crescimento e o
desenvolvimento das células. Chaperonas interagem com varias moléculas
sinalizadoras incluindo receptores de horménios, quinases, reguladoras do ciclo
celular e de morte celular (Nollen & Morimoto, 2002). Habilidades celulares, como
crescer, dividir, diferenciar ou morrer, sdo dependentes de sinais extracelulares e
do reconhecimento destes sinais.

A contribuicdo das HSP na transdugéo de sinais decorre das evidéncias de
que HSP90 e HSP70 estdo associados com moléculas sinalizadoras v-Src, Rafi,
Akt e receptores esterdides (Dittmar et a./, 1998; Sato et al., 2000; Xu & LIndquist ,
1993). E de forma interessante, células que perderam a habilidade de regular o
crescimento celular, como células tumorais, apresentam altos niveis de mdultiplas
HSP quando comparadas com células normais (Jaatela et al., 1999).

Todas as atividades das chaperonas parecem estar relacionadas com sua
capacidade de interagir com segmentos de peptideos hidrofébicos de proteinas,
sendo estas ligacdes controladas pelo seu dominio ATPase (Mayer & Bukau, 2005).
Diversas condicées que alteram a estrutura da proteina resultam na exposi¢do de
regides hidrofébicas que estdo normalmente escondidas na molécula, levando a
sua agregacao e perda da funcdo. A familia de HSP70 possui a caracteristica de
competir pela ligacdo dessas regides hidrofébicas, acoplado por um mecanismo
dirigido por ATP, resultando na prevencdo da agregacao, conferindo uma
conformacao nativa de algumas proteinas (BaKau et al., 1998.; Harlt et al., 1996). A
regiao de ligacdo com peptideos esta localizada préxima a regiao carboxi-terminal
(COOH) de HSP70. A interacdo da HSP70 com outras proteinas é regulada por
ATP e hidrolises que ocorrem na regido de 44KDa amino terminal (NH2) do dominio
ATPasico (Mosser et al., 2000).

Dentre as familias das HSP destaca-se a HSP70. Sao chaperonas citosélicas
que podem ser expressas nas células sob duas formas distintas, quais sejam: a
forma estresse-induzida HSP72 (HSP70) e a forma constitutiva, HSP73 (proteina do
choque térmico cognata-HSC-70) (Lindquist et al,1980). Além de prevenirem a
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agregacao e o dobramento errbneo de outras proteinas (Schimitt et al., 2006), as
isoformas HSP72 e HSP73 também auxiliam no trafico de proteinas (Gething et al.,
1992; Nollen et al., 1999). A proteina GRP78 (78kDa) localizada no reticulo
endoplasmatico e a GRP75 (HSP75) mitocondrial e peso molecular 75KDa também
pertencem a familia HSP70, e ambas atuam como chaperonas (Jaattela et al,,
1999). A molécula HSP75 encontrada na mitocondria também possui funcdes
importantes na translocacao de proteinas para dentro desta organela (Mizen et al.,
1991).

As fungdes executadas pelas chaperonas sdo de importancia vital para as
células, uma vez que mantém a homeostase com fungdes cruciais para a
sobrevivéncia celular em resposta as condicoes do ambiente. Elevadas expressoes
de algumas chaperonas, como por exemplo a HSP70, podem bloquear o processo
de morte celular (fig. 4) (Schmitt et al., 2006). A clivagem do substrato poly (ADP-
ribose) polimerase pela caspase 3 é inibida nas células que expressam HSP70
(Buzzard et al., 1998, Gabai et al.,1997, Mosser et a.l, 1997). Segundo Mosser
(1997) isto ocorre pela reducdo do processamento da pro-caspase 3, enquanto
Jaattela e colaboradores (1999) sugerem que a HSP70 reduz a atividade da
caspase 3. Protecao por HSP70 esta relacionada também a inibi¢cdo da liberacao do
citocromo ¢ dATP desencadeada pela ativagdo da caspase 3 envolvendo a
seqiéncia EEVD (Glu-Glu-Val-Asp) da regidao C-terminal de HSP 70 (Li, et al,
1997). HSP70 também tem sido relacionada com vias anti apoptoéticas, ligando-se
diretamente com o fator de ativacdo de proteases (Apaf-1) prevenindo o
recrutamento de pro-caspases 9 (Beere et a.l, 2000). Corroboram estas fungdes
como chaperona, os experimentos realizados com células transfectadas para
expressao da HSP70, que tornam-se protegidas dos efeitos citotéxicos do TNF-a
(Jaattela et al. 1998), através da prevencao da quebra no DNA, da protecao das
estruturas mitocondriais e inibicao da apoptose (Jaquier-Sarlin et al., 1994).

Sao distinguidas as vias apoptoticas extrinsecas e intrinsecas de acordo com
os sinais de transducdo acionados durante uma sinalizacdo. A via extrinseca é

iniciada através de proteinas da membrana plasmatica, como a familia de receptor
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fator de necrose tumoral (TNF), que podem agir como receptores de morte celular
induzindo uma ativagdo direta de caspases, em particular caspase 8. A via
intrinseca envolve sinais de estresse intracelular pela ativagdo ou inativacdo de
moléculas pro-apoptéticas que sado direcionadas para a mitocondria e iniciam a
permeabilizacdo da sua membrana. A permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa conduz a liberacéao de ativadores de caspases, em particular o citocromo ¢
que interage com o fator-1 de ativacao de proteases apoptéticas (Apaf-1) e a pro-
caspase 9 para formar o apoptossomo (Li et al., 1997). A flavoproteina, fator indutor
de apoptose (AlF), é outra proteina inter-membrana mitocondrial liberada sob o
estimulo apoptoético. Nestas condicées, AIF é translocado para o ndcleo e aciona
mudancgas relacionadas ao processo de morte celular independentes de caspases
(Joza et al., 2001).

HSP70 interage com varios destes fatores apoptéticos bloqueando a via
apoptotica em diferentes pontos, principalmente aquelas associadas aos eventos
mitocondriais (Garrido et al,, 2006). No citoplasma também pode inibir quinases
especificas do estresse. HSP 70 liga-se e funciona como um inibidor natural da
proteina c-Jun N-terminal quinase (JNK 1) (Park et al., 2001). HSP70 também
poderia ligar-se com a proteina nao fosforilada quinase C (PKC), estabilizando a
proteina. HSP 70 poderia atuar de maneira similar ao ligar-se a molécula
sinalizadora Akt (Ruchalski et al., 2006).

Na mitocéndria, HSP70 bloqueia a apoptose induzida pela temperatura por
dificultar a translocacdo e insercdo de Bax na membrana externa da mitocondria,
prevenindo sua permeabilizacdo e assim, a liberacdo de citocromo ¢ e AlF
(Stankiewicz et al., 2005).
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Figura 4: HSP70 é um regulador decisivo na apoptose via mitocondrial, e pode bloquear a
apoptose em diferentes niveis, como em estagios pré mitocondriais, inibindo a sinalizacao induzida pelo
estresse; no estagio mitocondrial, prevenindo a permeabilizagcao da membrana mitocondrial através do
bloqueio da translocacao de Bax, e finalmente em nivel pés mitocondrial por interagir com AIF e Apaf -1
ou protegendo essencialmente proteinas nucleares da clivagem por caspase 3 (reproduzido de Schmitt
et al, 2006).

Algumas proteinas mitocondriais iniciam sua sintese no citoplasma, e podem
se complexar com formas citosélicas de HSP70 (72/73) para chegarem até a
mitocéndria (Beckmann et al., 1990). Em virtude da sua seqiéncia sinal
mitocondrial amino-terminal e na presenca de HSP70 citosdlico ligante, proteinas
recém sintetizadas destinadas a mitocondria sdo mantidas em conformacao inativa
(Randall et al., 1989). Translocacao de polipeptideos para o interior da mitocdndria
€ acompanhada pela liberagdo ATP-dependente de HSP72/73. Quando o
polipeptideo é translocado para a mitocondria e ainda esta inativo, ele complexa-se
com HSP75, e a seqiéncia de sinal mitocondrial é removido por uma peptidase
(fig.5) (Mizzen et al, 1991).
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Figura 5: Um modelo descritivo do possivel papel de HSP75 na importacao de proteinas mitocondriais,
dobramento e agregacao. Proteinas recém sintetizadas destinadas a mitocondria sao mantidas inativas.
A translocacao destas proteinas é dependente da ligagdo com chaperonas citosdlicas HSP72/73
dependente de ATP e depois de iniciada sua entrada na mitoc6éndria, de proteinas HSP75. Para algumas
proteinas mitocondriais monoméricas podem ser dependentes da interagdo com HSP58. (Reproduzido
de Mizzen, 1991).

Algumas proteinas HSP70 podem ser ativamente secretadas por uma
variedade de tipos celulares em resposta ao estresse celular (Broquet, et al., 2003).
As evidéncias da presenca da HSP no meio extra-celular advém dos experimentos
onde as células tumorais expostas a HSP70 sollvel sofrem ativagdes de varias
funcdes celulares (Veres et al., 2002; Menoret et al., 2000). Células derivadas de
glioma (Guztova et al., 2001), que sofreram injuria térmica liberam niveis crescentes
de HSP com o decorrer do tempo. A liberagdo ativa de HSP70 derivada de células
tumorais é acentuada apds estresses exdgenos, incluindo citocinas pro -
inflamatérias (Barreto et al., 2003). A eHSP (HSP exdgena) esta relacionada com

funcdes imunoldgicas, sendo sua participacdo no sistema imune inato o mais

15



notdrio (Chen et al., 1999; Asea et al., 2000; Basu et al., 2000; Campisi et al., 2003),
como por exemplo, a inducdo da producao de citocinas pré-inflamatérias, 6xido
nitrico e ativagcdo do sistema complemento (Prohaszka et al., 1999, 2002). Na
resposta imune adaptativa, a HSP age como molécula adjuvante estimulada por
varias substancias microbianas (Srivastava et al, 2002; Binder et al, 2004). Além
disso, a eHSP é capaz de aumentar a atividade fagocitaria de macrofagos
(Kakimura et al., 2002).

As propriedades da eHSP 70 como chaperona peptidica antigénica e
ativadora de células apresentadoras de antigenos (APCs) tém sido recentemente
descrita como atividade “chaperocina” (Asea et al., 2000; 2002). Outra evidéncia da
relacdo da eHSP70 e a resposta imune inata sdo os estudos que demonstram a
interagédo de peptideos e HSP70 livres formando complexos com CD14 e TLR2/4,
além de, competir com ligantes de CD40 em APCs. Esta interag&o inicia a liberacao
de citocinas pro - inflamatérias por células que apresentam tais receptores. Dentre
as citocinas induzidas estao: TNF-q, interleucina 1 B (IL-1pB), inteleucina 12 (IL-12),
inteleucina 6 (IL-6) e fator estimulante de col6nia de granuldcitos e mondcitos (GM-
CSF) (Asea et al., 2000; Wang et al., 2002; Lehner et al., 2004).

1.5- HSP70 na Gestacao

A presenca de HSP tem sido demonstrada em diferentes tecidos do trato
reprodutivo humano. Maximos valores de HSP70 no endométrio sdo expressos
depois da ovulagéo, no inicio da fase secretéria e na decidua durante o primeiro
trimestre de gravidez (Neuer et al.,1996). Estas proteinas sdo descritas como
constitutivamente expressas em vdrias células durante a gestacado (Shah et al,
1998) e, segundo Hightower (1989), também sao secretadas por células
embrionarias de ratas podem secretar a HSP70. Contudo ndo ha relatos
especificando quais células presentes na interface materno-fetal e em que momento

expressam estas moléculas ao longo da gestacgéao.
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O envolvimento da HSP70 na gestacao é de extrema relevancia visto que os
receptores de estrdgenos e progesterona podem se associarem com HSP na
modulacao da funcao dos esterdides no endométrio (Renoir et al., 1990; Bagchi et
al., 1991). A prevencao de efeitos citotdéxicos de citocinas também tem sido
proposto como uma possivel funcdo das HSP no endométrio (Tabibzadeh &
Broome, 1999), uma vez que, os leucécitos locais podem produzir altos niveis de
espécies reativas de oxigénio e citocinas e comprometerem as funcgdes
endometriais (Jaquier-Sarlin et al., 1994;Tabibzdeh et al., 1999).

O utero gestante possui uma grande variedade de tipos celulares que
interagem entre si, executando uma série de vias de sinalizacdo e o balanco de
citocinas (Th1/Th2) é crucial para o desenvolvimento normal de uma gestacao
(Piccinnin et al., 1996; Stewart-AKers et al., 1998). O desequilibrio nos niveis destas
citocinas € determinante nos casos de abortos recorrentes (Wilczynski et al., 2005).
Condicoes de estresse podem ocorrer em resposta aos mais variados fatores,
incluindo a hipoxia e a producdo de radicais livres como as espécies reativas ao
oxigénio (ROS) (Ohyama et al., 1985, Allan et al., 1986; Lennon et al., 1991).
Condicoes estas que o Utero gestante pode estar sujeito, exigindo um mecanismo
de protecao em nivel celular tanto do proprio concepto, quanto dos tecidos uterinos.
A tolerancia ou resisténcia as situacbes de estresse em varios tecidos tem sido
atribuida a presenca constitutiva da HSP70 nas células e a sua capacidade em
responder aos estimulos de estresse com maior producdo destas proteinas
(Campisi et al., 2003). Além disso as HSPs podem ser secretadas e podem atuar
como um importante indutor de resposta celular exacerbando a producédo de
citocinas da categoria Th1 pelas células envolvidas na resposta imune do tipo inata
(Srivastava et al,, 2002; Binder et al., 2004; Delneste et al,2004). Assim, a
expressao de HSP70 durante a gestacao poderia ndo s6 apresentar uma funcao
citoprotetora, como também através do eHSP participar do dialogo entre as células,
tanto em estados fisiolégicos como em anomalias que resultam na interrupcao da

gestacao

17



Presume-se, portanto, a participacdo desta familia de proteinas na
manutencgao e sinalizagao celular da interface materno-fetal, um ambiente sujeito ao
estresse continuo decorrentes das interagées dindmicas e complexas entre uma
diversidade grande de populagcdes celulares. Pela literatura disponivel até o
momento, ndo ha relatos precisos sobre quais sao as células que expressam a HSP
na interface materno-fetal ao longo da gestacao e a sua importancia na manutencao
da gestacao ou, o seu possivel envolvimento em situacoes de gestacoes anémalas.
Desta forma, os estudos do envolvimento da HSP70 na interface materno-fetal onde
ocorre o grande afluxo de células uNK, um linfécito efetor da respostas imune inata,
além do ambiente intrinseco de estresse oxidativo continuo mesmo em condicbes
de gestacdo normal, deverdo -contribuir na compreensdo dos mecanismos
envolvidos tanto na homeostasia quanto patologia da interface materno-fetal do
Utero gestante.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Geral

O objetivo deste projeto consistiu em avaliar a expressdo das proteinas de
choque térmico 72 e 73 nas células Natural Killer uterina (UNK) presentes na
interface materno fetal ao longo da gestacao normal e anémala induzida através da

lesdo cirdrgica nos embrides em camundongos.

2.2- Especificos

- ldentificar as populagdes celulares da interface materno-fetal com
expressao da HSP 72/73 nos dias de gestacdo (dg) 6, 9, 12, 15 e 17 em
camundongos através de reacdes de imunocitoquimicas

- Avaliar a expressao das isoformas HSP72 e HSP73 no dg 9 normal através
da Western-blotting e RT-PCR.

- Avaliar quantitativamente a populagédo de células uNK-HSP72/73 positivas
no gd 9 normal e pés-lesdo embrionaria..

- Localizar a HSP72/73 nas células uNK através da imunomicroscopia
eletrénica.

- Associar a expressao da HSP72/73 nas células uNK de gestacdo normal e
pds-lesdo embrionaria com a proliferacao e apoptose nestas células.
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3-MATERIAL E METODOS
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3.1-Animais

Foram utilizados camundongos fémeas Mus musculus da linhagem Swiss, com
12 a 16 semanas de idade, provenientes do Centro de Bioterismo -
CEMIB/UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas com acesso a agua e
alimentacado “ad libittum”. Fémeas virgens foram acasaladas com machos da
mesma linhagem, e o dia da constatacdo do tampao vaginal foi considerado o
primeiro dia de gestacdo (dg). Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal e aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA) do
Instituto de Biologia, UNICAMP (Proc. N°1303-1) (anexo 1).

3.2-Inducao de Lesao Embrionaria

Fémeas prenhes no dg 9 foram anestesiadas com injecao via intraperitoneal
de cloridrato de xilasina nas doses de 5 -16 mg/kg (Anasedan-Sespo) e cloridrato
de quetamina (Dopalen- Sespo) nas doses de 100-200 mg/kg em salina 0,15 M, na
proporcdo de 1:1:3, e laparatomizadas em seguida. Constatada a presenca de
sitios de desenvolvimento embrionario ao longo dos cornos uterinos, foram
realizadas lesdes cirurgicas introduzindo uma agulha hipodérmica (15X5) através
da parede uterina na face anti-mesometrial do sitio de implantagdo, em
profundidade suficiente para lesar o embrido sem atingir a regiao mesometrial. As
lesGes foram realizadas em sitios alternados, sendo no minimo 2 sitios de apenas 1
dos cornos uterinos e padronizado nos horarios entre 8 e 9 h da manha. Como
grupo controle, os animais foram manipulados de forma semelhante, com

intervengéo cirurgica, mas sem a lesdo embrionaria.
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3.3-Coletas e processamentos de materiais

3.3.1- Processamento para embebicao em parafina

Foram coletadas amostras dos sitios de desenvolvimento embrionario nos dg
6, 9, 12, 15 e 17 de gestacao . Os sitios de desenvolvimento embrionario no dg 9
submetidos a lesdo mecanica do embridao nos periodos de 10 e 30 minutos (min) e
1, 6 e 12 horas (h) e seus respectivos controles também foram coletados. Os
animais anestesiados foram perfundidos via ventriculo esquerdo com 30 a 50 mL de
solucdo fixadora constituida de paraformaldeido 4% em tampao fosfato salina
(PBS) 0,15M em pH 7,4 acrescido de sacarose 0,1M. Foram coletadas amostras
dos segmentos uterinos de trés animais de cada um dos periodos gestacionais e
dos periodos pés-lesdo, sendo processados de acordo com as técnicas rotineiras
para embebicdo em parafina (Histosec, Merck, Brasil).

Cortes semi-seriados de 5um de espessura dos espécimes embebidos em

parafina foram entdo obtidos em Iaminas histoldgicas previamente silanizadas.

3.3.2- Processamento para embebicao em resina Lowicryl- K4M e resina
epoxi.

Animais em gestacao normal no 92 dg e nos periodos de 1 e 6 h apds lesao
embrionaria foram anestesiados e sacrificados através da perfusao com 30 a 50mLlI
de solucao fixadora constituida de paraformaldeido 4%, glutaraldeido 0,1% e 0,1M
de sacarose em tampao fosfato (PB) 0,1M, pH 7,4. Parte dos sitios de implantacao
embrionaria foram individualizados e a regido mesometrial foi dissecada. A
desidratacdo das amostras foi realizada em gradiente crescente de N,N dimetil
formamida (Aldrich Chemical Co, USA), em temperatura de -20°C, embebidas em
resina Lowicryl -K4M (TAAB Laboratories, Berkshere, UK), e polimerizados em
radiacao UV a temperatura de -35°C, durante 48 h. Cortes ultra-finos de 100nm
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foram obtidos no ultra micrétomo (UltraCut, Leica) e coletados em telas de niquel
(150 mesh).

A outra parte dos sitios dissecados e coletados dos animais perfundidos
acima foi fixada adicionalmente por imersdo com solugdo fixadora de
paraformaldeido 2% e glutaraldeido 1,5% em PBS 0,1M (pH 7,4) durante 24 h a
4°C. Apos lavagem em PBS 0,1M, os fragmentos da regido mesometrial foram pés-
fixados com tetroxido de ésmio (Ladd Research, USA) 1% em solucao de cacodilato
a 0,1M durante 1h a temperatura ambiente, desidratados em gradiente crescente de
etanol e 6xido de propileno (Aldrich Chemical Co, USA) e embebidos em resina
epoxi (Epon 812 — Polyscience, USA). Apds polimerizacdo a uma temperatura de
60°C durante 72h, foram obtidos cortes semi-finos de 1um em ultramicrétomo
(UltraCut, Leica) e corados com azul de toluidina para selecao prévia de areas de
interesse. Os cortes ultra-finos de 70nm das areas selecionadas foram obtidos em
ultramicrétomo (UltraCut, Leica), coletados em telas de cobre (150 mesh),
contrastados em acetato de uranila 2% (Rield-de Haenm, Alemanha) e citrato de
chumbo a 0,5% (Ecibra, Brasil), revestidos com carbono e observados no
microscépio eletrdnico de transmissdo EM906 (LEO Schot Zeiss)

3.4- Reacoes Citoguimicas e Imunocitoquimicas

3.4.1 - Citoguimica de lectina DBA (Dolichos biflorus)

A lectina DBA (Sigma Chemical - Co, St. Louis, USA) biotinada foi utilizada
para identificacao, localizagdo e avaliacao da morfologia das células uNK nos cortes
histolégicos dos sitios de desenvolvimento embrionarios nos dg 6 ,9, 12, 15e 17, e
nos sitios de desenvolvimento embrionario com 9 dias de gestacdo submetidos a
lesdo embrionaria, de acordo com os procedimentos descritos por Paffaro Jr e
colaboradores (2003). Este procedimento consiste na desparafinizacao e hidratacao

dos cortes, tratamento com perdxido de hidrogénio 1%, seguido de bloqueio com
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albumina sérica bovina (BSA tipo V, Sigma, St Louis, USA) a 1% em PBS 50mM e
incubados com a lectina DBA biotinada (Sigma, USA) diluida 1:300 em PBS
100mM, pH 7,4 durante 12h a 4°C. Ap6s a lavagem e incubagdo com complexo
Avidina-Biotina conjugado com peroxidase (Vectastain Elite, Vector, USA), os cortes
foram revelados com diaminobenzidina (DAB — Sigma, St. Louis, USA) 0,5mg/mL
em tampao Tris-salina (TBS) 50mM pH 7,4 e peréxido de hidrogénio 0,3%. Os
cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris e ap6s montagem
permanente em balsamo sintético (Entellan, Merck, Br) foram observados e
documentados no microscopio Eclipse 800 (Nikon, Japao), acoplado com sistema
de captura de imagem (CoolSnap, USA) e tratamento de imagem digital
(ImageProPlus, USA).

3.4.2 - Imunocitoquimica com anticorpo anti-HSP72/73

Os cortes obtidos em 3.3.1 de pelo menos dois sitios diferentes de cada um
dos trés animais de cada grupo experimental e seus respectivos controles foram
desparafinizados e reidratados para reagdes imunocitoquimicas.

Os cortes histolégicos foram submetidos ao tratamento com microondas em
tampao citrato 10mM (pH 6.0) para a exposi¢ao de epitopo, seguido do tratamento
com peréxido de hidrogénio 1% e do bloqueio com BSA a 1% em PBS 50mM, por
30 min. Apés o bloqueio os cortes foram incubados 12h a temperatura de 4°C com
o anticorpo primario anti-HSP72/73 de camundongos feito em coelho (Cedarlane,
Canada- 1mg/mL) na concentragéo 1:200 diluido em PBS/BSA 1% (Tampao fosfato
50mM e salina a 0,15M e pH 7,4). Apos este procedimento foi realizada a lavagem
do anticorpo primario, seguido do bloqueio com BSA a 1% durante 30 min. Apés a
incubacdao do anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase
(Chemicon, USA) diluida na concentracdo de 1:200, durante 1h, realizou-se a
revelacado da peroxidase com DAB 0,5mg/mL em TBS 50mM pH 7,4 e perdxido de
hidrogénio 0,3%. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris e

apos montagem permanente em balsamo sintético (Entellan, Merck, Br) foram
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observados e documentados no microscépio Eclipse 800 (Nikon, Japao), acoplado
com sistema de captura de imagem (CoolSnap, USA) e tratamento de imagem
digital (ImageProPlus, USA).

3.4.3 — Tripla marcacao para quantificacdao das células uNK lectina DBA
e anti-HSP72/73 positivas

Cortes histolégicos das amostras dos dg 9 normal e daqueles submetidas a
lesdo embrionaria nos periodos de, 1, 6 e 12 h pds-lesdo foram preparados como
descrito no item 3.3.1 e submetidos ao tratamento com microondas em tampao
citrato 10mM (pH 6.0), para a exposicao de epitopo. Os cortes histolégicos foram
submetidos ao bloqueio de reacdes inespecificas com BSA a 1% em PBS 50mM,
por 1 h. Apds o bloqueio, houve a incubacao simultdnea do anticorpo primario anti-
HSP 72/73 (Cedarlane, Canada- 1mg/mL -1: 200) e da lectina DBA (1:800) ,
durante 12 h, ambos diluidos em BSA 1% e, PBS 50mM, pH7,4. Apés lavagem,
foram submetidos ao segundo bloqueio com BSA a 1% por 1h, incubados com o
anti-coelho conjugado com Cy3 (Pharmingen, USA -1mg/mL) em PBS/BSA na
diluicao de 1:200 e com estreptoavidina conjugada com Alexa fluor 488 (Invitrogen -
1mg/mL) na diluicdo de 1:200 durante 1 h. Os cortes foram lavadas e tratados com
DAPI (Invitrogen) diluida a 1:700 em PBS 0,05M durante 5 min, para contrastacédo
dos nucleos. Os cortes foram lavados com PBS 0,05M, montados entre laminulas
com o meio de montagem Vectashiels (Vector, USA) e observados no microscépio
Eclipse 800 (Nikon, Japan) acoplado com sistema de epifluorescéncia.

As imagens observadas em objetiva de 40X e documentadas em microscépio
(Olympus IX71 iverted microscope, Japan) com excitacdo de UV e barreiras de
filtro: DAPI- 330/385108 (UMWU2), azul-450/480 (U MWB2) e verde- 510/550 (U
MWG2). As imagens foram capturadas com camera digital Cool-Snap (Media
Cybernatics, USA) e quantificadas com o programa Image Pro-Plus (Media
Cybernetics, USA). Foi quantificada a totalidade de nucleos (DAPI positivos) de

cada campo digitalizado (5,5mm? de area) e, as células lectina DBA positivas e
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HSP positivas. Os numeros absolutos de ndcleos em 45 campos da regiao
mesometrial dos cortes histolégicos do Utero obtidos de 3 animais diferentes, dos
grupos controle de gestacao normal no dg 9 e dos periodos de 1, 6 € 24 h pds-
lesao.

3.4.4- Imunocitoquimica Ultra-estrutural

Os cortes de espécimes embebidos em resina Lowicryl -K4M obtidos em
3.3.2 e coletados em telas de niquel foram lavados em tampéo Tris-HCI.50mM, pH
7,4 e tratados com BSA a 1% em Tris HCI 50mM, pH7,4 durante 1 h. Apés lavagens
em tampao Tris-HCI 50mM (pH 8.2) foram incubados com o anticorpo anti-HP72/73
(Cedarlene, Canada- 1mg/mL - 1:200) diluido em Tris HCI 50mM, pH 8,2 durante 12
h em camara umida, a 4°C. Apéds lavagem com tampéao Tris-HCI 50mM, pH 8.2,
seguida da lavagem com tampao Tris-HCI 50mM, pH 7,4, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario anti-coelho feito em cabra conjugado com ouro
coloidal (Colloidal Gold-Conjugated- 10nm, Dako) 1mg/mL na diluicao de 1:100
durante 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram lavados e
contrastados com acetato de uranila 2% (Riedel-de Haenm, Alemanha) durante 2
min e citrato de chumbo (Ecibra,Brasil) a 0,5%, durante 20 seg e revestidos com
pelicula de carbono no “sputtering” (Balzers PLS500)

As andlises ultra-estruturais foram realizadas em microscopio eletrénico de
transmissao, LEO - EM902.

3.4.5- Tripla_marcacdao com reacdao de TUNEL, imunocitoquimica com

anti-PCNA e citoquimica de lectina DBA

Foram realizadas reacées de TUNEL utilizando o kit “In situ Cell Death
Detection- POD” (Roche Molecular Biochemicals, Germany) e imunofluorescéncia
com anticorpo anti-PCNA (antigeno nuclear de proliferagdo celular - Bethyl

Laboratories, Canada), nos cortes histolégicos obtidos em 3.3.1.
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Os cortes histolégicos desparafinizados e hidratados foram equilibrados em
PBS 0,1M pH 7,4 e incubados com peréxido de hidrogénio (H20,) a 3% diluido em
metanol por 10 minutos em temperatura ambiente. Depois de lavados em PBS,
foram incubados em solucdo de permeabilizacao (0,1% Triton X-100 diluido em
solucdo de citrato de sédio 0,1%) por 2 minutos em banho de gelo (4°C), lavados
em PBS e incubados com a solugdo de reacdo contendo a enzima e o0s
nucleotideos TdT e dUTP conjugada com fluoresceina por 1 hora em camara Umida
a 37°C. Em seguida, os cortes foram lavados em PBS 0,1M e incubados com o
anticorpo anti-fluoresceina conjugada a peroxidase (POD), durante 1 hora a 37°C
As laminas foram lavadas em PBS e a peroxidase foi revelada com DAB 0,5mg/mL
em TBS 50mM pH 7,4 e perdxido de hidrogénio 0,3%. Ap6s lavagem em TBS
50mM e PBS 0,1M, os cortes foram tratados com PBS/BSA a 1% por 30 min a
temperatura ambiente e incubados com o anticorpo policlonal de coelho anti- PCNA
(Bethyl Laboratories, Canada- 1mg/mL) na diluicdo de 1:300 durante 2 h a 37°C.
Apos lavagem em PBS 0,1M, os cortes foram incubados com o anticorpo de cabra
anti-coelho conjugado com Cy3 (Pharmingen, USA -1mg/mL) na diluicdo de 1:200
durante 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram lavados em
PBS 0,1M e submetida a reacao com a lectina DBA biotinada, conforme descrita no
item 3.4.3. As observacbes foram realizadas no microscépio Eclipse 800 (Nikon,
USA) acoplado com sistema de epifluorescéncia e as imagens digitalizadas
utilizando-se o sistema de captura de imagem ImageProPlus (Media Cybernetics,
USA), para identificacdo das células uNK PCNA positivas. O mesmo campo foi
documentado em microscopia de campo claro para analise das células com nucleo
TUNEL positivos, reveladas com DAB.

3.5 - Processamentos para obtencédo de homogeneizados teciduais

Pelo menos trés animais normais no dg 9 e dos grupos experimentais nos
periodos de 1, 6 e 12 h p6s-lesdao embrionaria foram anestesiados e perfundidos

com salina 0,15M via ventriculo esquerdo. Os cornos uterinos foram removidos e as
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regibes mesometriais da regido MLAP dos sitios embrionarios foram dissecados,
pesados na propor¢cao de 30g/100mL na solucédo de extracdo (EDTA 10mM pH 7,4;
Tris-HClI 10mM pH 7.,4; pirofosfato de sédio 10mM, fluoreto de sodio 100mM;
ortovonadato de sdédio 10mM, PMSF 2mM, aprotinina 0,1mg/mL; igepal 1%) e
submetidos a trituracdo com Polytron-Aggregate (Kinematica, USA) em rotacao
maxima e banho de gelo, seguida de sonicacdo em banho de gelo. Os
homogeneizados foram centrifugados a 12000g por 30 min a 4°C e o sobrenadante
coletado para dosagem de proteinas totais pelo método de Bradford (1976),
aliquotados e mantidos congelados a -75° C, até o momento do uso.

3.6- SDS PAGE e Western-blotting

3.6.1- SDS-PAGE

Foi realizada eletroforese das proteinas dos homogeneizados obtidas
conforme o descrito em 3.5. Para este processo aplicou-se de 30 ug de proteina em
géis de poliacrilamida a 12,5%, preparadas segundo Laemmli (1970) em mini-
placas verticais (8,5 x 7,3 cm) do sistema Mini Protean lll (Bio-Rad). As corridas
foram acompanhadas com padrdao de peso molecular de proteinas pré-coradas
(Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range - Bio-Rad) empregando uma fonte
de corrente continua (Power pac 300 — Bio-Rad) ajustada com a amperagem
constante em 25mA.

Os géis foram corados com Comassie Brilliant Blue R 250 (Sigma Chemical
Co, St Louis/ USA) a 0,25% para conferir o padrao de separacao eletroforética ou,
transferidos para membrana de PVDF (Immobilon-P-Transfer Membranes, Millipore
Corporation, U.S.A).
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3.6.2- WESTERN BLOTTING

A transferéncia para membrana de PVDF (Immobilon—P-Transfer
Membranne Millipore Corporation, USA) dos géis de SDS-PAGE foi realizada em
cuba de transferéncia (BioRad) com a corrente ajustada para 220mA/cm? durante 2
h, com trocas de gelo a cada 1 h, em tampao Tris base 0,06M, Glicina 0,2M e
metanol a 20%.

Apos a transferéncia, as membranas foram submetidas a 3 lavagens de 5
min cada, em tampao Tris-HCI 50 mM acrescido de 5mL de Tween 20 (TBS-T).
Foram tratadas com solucéao bloqueadora de TBS-T e BSA a 1% durante 30 min a
temperatura ambiente. Foram lavadas em TBS-T e em seguida incubadas com o
anticorpo primario anti-HSP72/73 feito em coelho na diluicdo de 1:700 (Cedarlene-
1mg/mL) durante 12 h. Decorrido o tempo de incubagdo foram submetidas a 3
lavagens de 5 min e incubadas com o anticorpo secundario anti-coelho conjugado
com peroxidase (Chemicon, USA, 1mg/mL), na proporcdo de 1:1000 durante 1 h
em temperatura ambiente. A revelacdo da reacao foi realizada com DAB a 0,5%
diluida em Tris HCL 50mM pH 7,4 e 1% de perodxido de hidrogénio.

3.7- RT-PCR

3.7.1 - Extracao de RNA e obtencao do cDNA

Utilizou-se pelo menos trés animais no dg 9 normal e nos periodos de 1, 6 e
12 h apds a lesdao embrionaria. Os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os cornos uterinos removidos foram mantidos em meio HANKS. Os sitios
de desenvolvimento embrionario individualizados eram dissecados com ajuda de
bisturis para a obtencdo dos fragmentos teciduais correspondentes a regido

mesometrial.
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De cada animal foram coletados 3 fragmentos da regido mesometrial dos
sitios de implantagdo embrionaria e macerados com 750 uL do reagente TRIZOL
(Invitrogen) em homogeneizador rotativo (Glas-Col) por 15 seg em baixa rotagao.
Para dissociacdo completa dos complexos nucleoproteicos, as amostras
permaneceram neste reagente por 5 min em temperatura ambiente. Adicionou-se
200 uL de cloroférmio (J.T. Baker) e as amostras foram homogeneizadas em vortex
durante 30 seg e mantidos em repouso por 3 min a temperatura ambiente. Apds
centrifugacao a 12000 g por 15 min a 4°.C, a fase aquosa foi transferida para outro
tubo eppendorf. Adicionou-se 0,5 mL de alcool isopropilico e apos
homogeneizacdo, a amostra permaneceu em repouso overnight a -20°.C. Apéds
nova centrifugacdo a 12000 g por 10 min a 4°C, e remocdo do sobrenadante, o
sedimento foi lavado sequiencialmente por centrifugacdo a 7500 g a 4°C, 10 min
com 1 mL de alcool etilico 70% a 4°C e alcool 100%.

O sedimento foi solubilizado em 70 uL de agua DEPC e quantificado em
espectofémetro (NanoDrop-100 Spectrophotometer, USA) através da relacdo da
densidade dptica nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm. A concentracao
de RNA foi ajustada a 2ug/uL em agua DEPC.

Para verificacdo da integridade do RNA, utilizou-se 2,0uL de solugédo de
RNAtotal, 3,0uL de MOPS (10x), 5,0uL de formaldeido (Sigma), 12,5uL de
formamida (Sigma), 2,5uL de brometo de etideo (EtBr) acrescido de tampéao de
corrida, incubada por 10 min a 65°C seguida da incubagéo por 2 min a 0-4°C. Esta
solucao foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% (LGC Biotecnologia —
Biologia Molecular/ Grupo Ciambarella) em 41,5mL DEPC, 5mL MOPS 10% e 3,5
mL de formaldeido. A partir do RNA total foram obtidos os cDNAs utilizando-se o kit
SuperScript Il (Invitrogen,Carlsbad, CA) conforme instrugdes do fabricante.

Foram utilizadas amostras de cDNA preparadas a partir de mRNA obtidos de
células uNK isoladas de camundongos prenhes no dg 9, gentilmente cedidas por
Karina Y.Degaki (lab.Citoquimica e Imunocitoquimica, DHE, 1B, UNICAMP) para
avaliacado da expressao dos transcritos das isoformas da HSP72 e HSP73, pelo RT-

PCR em iguais condi¢cdes adotadas para os homogenados do MLAp.
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3.7.2- Testes de Otimizacao do RT-PCR

Foi utilizado o banco de dados Ensembl para obter as seqiéncias dos genes
HSP do genoma de camundongo e a partir do gene completo, procurou-se a regiao
codificante para desenhar o primer com o programa PRIMER 3

(http://frodo.wi.mit.edu/cqi-bin/primer3/primer3 www.cgi). Para confirmar a

especificidade dos primers foram realizadas consultas no NCBI Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/index.shtml) e confeccionados pela Imprint (USA)

conforme as sequiéncias as seguir:

HSP-72 com 322pb

sense (5’CGCCTACTTCAACGACTCTCA3)
anti-sense ( 5’GCTGATGTCCTTCTTGTGCT3’);
HSP-73 com 554 pb

sense (5’'CGGAAAGACCGTTACCAAC?)
anti-sense (5’CCTTCTCTACAGGGTCCAGSY)
Ciclofilina com 660 pb,

sense (5’CTTGCTGCAGACATGGTC3))
anti-sense (5’GCAATCCTGCTAGACTTGS’)

A partir dos dados fornecidos pelo fabricante de cada primer confeccionado,
testaram-se as temperaturas ideais e 0 numero ideal de ciclos para cada conjunto
de cDNA/primer a partir da curva de saturacao utilizando-se Kit de Taq polimerase
(Invitrogen, Carlbad, CA), estabelecendo-se os ciclos correspondentes a 75% do
valor arbitrario do platd. Para determinar o numero ideal de ciclos foram realizadas
16 reacOes de PCR para cada gene de interesse, sendo que 8 amostras eram de
animais controles e 8 de animais tratados. A partir do ciclo 18, incluindo este,
retirou-se um tubo a cada 3 ciclos até o ciclo de numero 39. As amostras foram
analisadas em eletroforese de gel de agarose e através da densitometria das

respectivas bandas gerou-se a curva de saturacao e determinou-se o numero de
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ciclos para as andlises comparativas de cada gene.Para a captura de imagem
digital da banda e a andlise densitométrica utilizou-se o foto documentador Image
Master VDS (Pharmacia Biotech) e o programa Image Master VDS (Pharmacia
Biotech), respectivamente.

3.7.3- RT-PCR semi-quantitativo para HSP 72 e 73

A Tag-DNA polimerase, para RT-PCR, foi preparada de acordo com o
protocolo do Kit Tag-DNA polimerase (Invitrogen), no termociclador (GeneAmp PCR
System 9700 — Applied Biosystems). Para um volume final de 10puL foram utilizados
5,0uL de agua ultra pura autoclavada,1,0uL 10X PCR Buffer minus Mg, 0,26uL
(1,5uM) da solucédo de 50mM MgCl,, 0,8uL da solugcdo de dNTP (1,2mM), 0,1uL de
Tag-polimerase, 2,0uL amostras do cDNA e 0,5uL (15pmol) de cada primer sense e
antisense.

A amplificacdo do cDNA escolhido foi realizada no termociclador. A
denaturacdo inicial foi realizada a 94°C por 2 min, em seguida iniciaram-se os ciclos
de amplificacdo para cada gene alvo: desnaturacdao a 94°C por 45 seg, o
anelamento foi feito em temperatura especifica de cada primer utilizado (TM) por 45
seg, a extensao da fita de DNA complementar ocorreu a 72°C por 1 min, extensao
final foi realizada a 72°C por 5 min e as amostras foram mantidas a 4°C. As
amostras do cDNA amplificados foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1%. Nas aliquotas de 3pL obtidas do produto de amplificagao .para cada gene alvo
adicionou-se 0,5uL de Loading buffer e foram aplicadas no gel a 1% agarose em
1XTAE acrescido de 1,5uL EtBr. As corridas foram realizadas no aparelho de
eletroforese (Biorad Laboratories) a 75 volts. Utilizou-se 6uL marcador A-Hind Il
(1mg/12uL) ou 2uL de Trackl100bp DNA Ladder (Invitrogen, USA) como referéncia.
O gel foi foto documentado e a densitometria das bandas foi calculada utilizando o
programa Image Master VDS (Pharmacia Biotech), tendo como controle interno a

ciclofilina.
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4- RESULTADOS
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4.1- Distribuicao _das células uNK no utero gestante normal e poés-lesdao

embrionaria

4.1.1- Animais em gestacao normal

A reacao citoquimica com lectina DBA permitiu a deteccao de células uNK a
partir do dg 6, e a sua distribuicdo ao longo do periodo de gestacao na regidao do
endométrio mesometrial. A incidéncia das células uNK aumenta rapidamente no
decorrer da gestacao, com a presenca dos subtipos maduros (lll e IV) a partir do 8°
dg nas areas do endométrio proximo ao embrido em desenvolvimento, enquanto os
subtipos | e |l estdo localizados predominantemente em &reas da regido
mesometrial préximo ao miométrio. A partir do dg 12 ocorre uma reducao
substancial das células uNK do subtipo | e Il, com predominio dos subtipos lll e IV e
esta tendéncia acentua-se no periodos finais da gestacdo. No dg 15, com o
crescimento da placenta fetal e reducdao da area da endométrio mesometrial,
verificou-se a reducgdo significativa da incidéncia das células uNK com visivel
predominio do subtipo IV. Estas observagdes coincidem com aquela descrita
previamente por Paffaro Jr e colaboradores (2003).

4.1.2. Animais submetidos a lesao cirurgica do embriao

Nos sitios de desenvolvimento embrionario submetidos a leséo cirargica do
embrido no dg 9, verificou-se colapso do embrido lesado com a perda da
continuidade da membrana amnidtica e infiltragcdo de células sanguineas no espaco
do saco vitelino, acompanhado da desorganizac¢ao dos tecidos embrionarios. Foram
constatadas ainda areas com células sanguineas extravasadas em meio ao
estroma endometrial da regido mesometrial. Pela reacdo com a lectina DBA, foram
identificadas células uNK cuja morfologia era compativel com aquelas encontradas

nos sitios de desenvolvimento gestacional normal, ao lado de outras, que
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apresentavam alteragdes no padrao de reatividade a lectina DBA, que variavam de
acordo com o periodo de lesdao embrionaria. Os padroes de alteracbes mais
comuns encontrados nestes sitios de lesdo embrionaria nos periodos analisados
foram agrupadas nas 3 categorias descritas anteriormente por Copi, (2005), como
segue:

- Categoria I: células uNK apresentando marcacao descontinua na superficie celular
pela lectina DBA e auséncia de marcagao no citoplasma ou nos granulos;

- Categoria Il: células uNK apresentando marcagdo na superficie celular
descontinua e conteddo granular positivos;

-Categoria lll: células uNK apresentando reacao positiva a lectina DBA na superficie

celular e parcialmente reativa nos granulos citoplasmaticos

4.2- Expressao das isoformas HSP72/73 na interface materno-fetal

4.2.1- Imunoperoxidase e imunofluorescéncia

A reagdo imunocitoquimica com anti-HSP72/73 revelados com peroxidase,
demonstraram marcacdes positivas intensas predominantemente nas células uNK
(figs. 6a -f) presentes na regido do MLAP ao longo dos periodos de gestagdes
analisados e, de forma menos intensa e menos regular em outras células do
estroma endometrial decidualizado e nao decidualizado. As reacbes nas células
uNK estavam localizadas no citoplasma dos 4 subtipos de maturacdo. A dupla
marcagdo com lectina DBA e anti-HSP72/73 confirma a predominancia da
expressao destas isoformas de HSP70 nas células uNK (fig: 6g). O padrdao de
reacao para HSP70 observados pela imunofluorescéncia, com dupla marcacao com
a lectina DBA mostrou grande parte das células uNK-HSP positivas, nas quais as
marcacdes apresentavam aspecto granuloso ou pontual (fig.6h), freqientemente

concentradas numa determinada area do citoplasma.
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Nos animais no dg 9 submetidos a lesdo embrionaria foram encontradas
células uNK com marcacodes positivas em todos os periodos pés-lesao (figs 7 a-d),
porém ocorreram diferencas na intensidade e freqiiéncia de marcacao nos subtipos
de uNK. Na reacao de imunoperoxidase, constatou-se que a intensidade da reacao
para HSP70 diminuia no interior das células, assim como, o numero de células
uNK-HSP positivas. Esta reducdo da intensidade de reacédo era perceptivel ja no
periodo de 1 hora po6s lesédo, afetando a maioria das células uNK, sendo mais
notéria nas uNK dos subtipos Il e IV, enquanto os subtipos mais imaturos
mantinham reacbes positivas no seu citoplasma (figs 7a,b). Nos periodos mais
tardio de 6 e 12 h po6s-lesédo, a reducao na intensidade tornava-se mais evidente,
com a maioria das células uNK apresentando auséncia ou fraca reagdo no
citoplasma (figs 7c, d). Pela imunofluorescéncia, com a dupla marcacao lectina DBA
e anti-HSP70 foram constatadas diferencas nas reagdes para as células uNK dos
subtipos maduros (lll) e senescentes (V) que apresentaram reducdo na marcacao
dos granulos citoplasmaticos com a lectina DBA e alteragdes aparentes na
intensidade de reacdo HSP (fig 8a). A reducao da reatividade com anti-HSP70 ficou
mais evidente com 6 (fig 8b) e 12 h de pés lesao.

Os subtipos lll e IV mostraram consideravel reducdo de HSP 70 (fig 8c),
sendo freqlientes células totalmente negativas nas amostras de 6 hora pés-lesao
(fig 8d), enquanto as do subtipo | e Il mantiveram uma maior intensidade de reacao.
Nos periodos de 6 e 12 h pos-lesdo verificou-se declinio substancial na intensidade
de marcagao para HSP70 das células uNK localizadas no endométrio proximo ao
embrido (figs. 8e-f), porém, aquelas presentes no endométrio proximo ao miométrio,
onde se concentram as células uNK dos subtipos Il e | mantinham reac¢des positivas
para lectina DBA e para HSP70.

4.2.2-Quantificacao das células uNK-HSP 72/73 positivas.

As quantificacdes foram realizadas a partir de imagens digitalizadas de cortes

submetidos a dupla marcacdo com lectina DBA e anti-HSP72/73 e o nucleo
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marcado com DAPI (fig 8g). Foram inicialmente contabilizados o numero total de
ndcleos no campo de 5,5mm? e em seguida quantificadas as células lectina DBA
positivas e destas as anti-HSP72/73 positivas. Foram contabilizadas como células
UNK somente aquelas que apresentavam reacdo DBA positiva e com o nucleo
evidente. Nos casos em que ndo houve a perda total da imunomarcagao para anti-
HSP72/73, ou seja, apenas aconteceu a reducao da intensidade de reacao, a célula
foi considerada como positiva. Da mesma maneira, foram incluidas na quantificacao
as células uNK enquanto possiveis de serem identificadas naquelas que
apresentaram reducado da marcacao com lectina DBA na presentes nas amostras
de lesdo embrionaria.

As médias dos numeros absolutos de 45 campos e os valores relativos desta
quantificacdo estdo apresentadas na tabela 1 e no histograma representando os
valores relativos. Os valores encontrados demonstram que no Utero gestante
normal 14,5% das células sdao uNK-DBA positivas, das quais 20% apresentam
reacao positiva para HSP72/73. Ap6s 1 hora da lesdo embrionaria, verificou-se a
reducdo tanto na proporcao de células uNK-DBA positivas, quanto uNK-HSP 72/73
positivas. Esta tendéncia de reducao acentuou-se significativamente apés 6 e 12 h

em relacao ao controle.
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Tabela 1 — Densidade das células uNK DBA positivas e HSP72/73 positivas
presentes na regiao mesometrial do Utero de camundongos no dg 9 normal e pds-lesao

embrionaria
Células totais uNK DBA positivas uNK-DBA-HSP positivas
dg 9 NCabsoluto* NCabsoluto* Relativo** N°absoluto* Relativo***
Normal 470,5+59,8 65,86+22,6 13,9 15,2448 23,1
1h pés-lesdo 501,2+72,6 49,2+11,7 9,8 12,7425 25,9
6h poés-lesdo 603 63,2 48,4+17,4 8,0 4,242 31 8,6
12h pés-lesdo 506,4+12,3 14,941 2,9 2,112 14,29

(*) - média do numero de células com nucleos DAPI positivas, células uNK-DBA e
HSP72/73 positivas obtidas da quantificagdo de 45 campos de cortes histolégicos de trés
sitios embrionarios de trés animais.

(**) - valores relativos da média das células uNK lectina DBA positivas em relagéo ao
nuamero total de nucleos do endométrio

(***) - valores relativos das células HSP72/73 positivas em relagao as células uNK
DBA positivas.
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Grafico 1: Histograma mostrando a proporgao relativa em percentagem de células
uNK lectina DBA positivas e anti-HSP72/73 positivas. (N) animais normais no dg 9, (1h, 6h
e 12h) 1 hora, 6 h e 12 h pos-lesdo cirurgica do embrido, respectivamente. (x: numero
relativo das células marcadas; y periodo de lesdao embrionaria- 1-normal; 2-1 hora pds-
leséo; 3- 6 h; 4-12 h.
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4.2.3 - Imunomicroscopia eletronica para anti-HSP72/73

A imunomicroscopia eletrdbnica com anti-HSP72/73 demonstrou maior
concentracdo de marcacao nas mitocdndrias das células uNK (fig 9a) e esparsas
distribuicbes de particulas de ouro no citoplasma. Nos diferentes periodos de pés-
lesdo embrionaria verificaram-se menor incidéncia de marcagdes nas mitocdndrias

(fig 9b), assim como no citoplasma das células uNK integras.

4.2.4 Western Blotting

O “Western-blot” realizado nos homogeneizados teciduais obtidos do MLAP
de sitios uterinos do dg 9 normal e p6s-lesdao embrionaria nos periodos de 1,6 e 12
h com anticorpo anti-HSP72/73, revelaram uma banda conspicua correspondente a
72 KDa e uma ténue de 73 KDa (fig 10). Embora nado quantificado, a banda
correspondente a 72 kDa apresentou padrao semelhante entre o homogeneizado
obtido do animal de gestacéao normal e pés-lesdo. Porém a banda correspondente a
73KDa tende a diminuir de intensidade nos periodos de 6 e 12hs péds-lesao
embrionaria. Este dado foi possivel de ser demonstrado devido a padronizacédo dos
parametros de corrida eletroforética, estendendo o tempo de corrida eletroforética
no SDS-PAGE para 78 min.

4.2.5—- Expressao dos transcritos das isoformas HSP72 e HSP73.

Os teste para estabelecer as temperaturas de anelamento ideal de cada um
dos primers demonstraram que as temperaturas de 56°C e 58°C eram adequados
para a amplificagdo, ndo demonstrando formagdes de bandas inespecificas e/ou
dimeros a 56°C, padronizou-se esta temperatura de anelamento 56°C para os dois
primers no ensaio de RT-PCR.

Os testes para otimizacdo do numero de ciclos para RT-PCR semi-
quantitativo com os primers de HSP72 e HSP73 foi de 23 e 25 respectivamente.
Estas condicbes adotadas inicialmente para a amplificacdo do cDNA obtidos de
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células uNK isoladas demonstraram as expressdes dos transcritos de HSP72 (322
pb) e HSP73 (554pb) nestas células (fig 11). Estas condicdes foram aplicadas para
amplificacdo dos cDNA obtidos de amostras das glandulas metriais dos animais
controle no 9° dg e dos grupos experimentais de 1, 6 e 12 hora pés-lesdo mecénica
do embrido. O controle interno utilizado foi a ciclofilina. A quantificacdo por
densitometria éptica dos cDNAs amplificados nos cDNA obtidos das glandulas
metriais normais e submetidas ao tratamento de lesdo (fig 12 e 13) nao

apresentaram diferencas significativas entre as amostras.

4.3- Proliferacdo e Morte Celular_das células uNK em gestacao normal e

submetida a lesao cirurgica do embriao

As andlises das reacdes de TUNEL e imunocitoquimicas com anti-PCNA
(figs 14 a-h) demonstraram que a grande maioria das células uNK-lectina DBA
positivas presentes na regiao mesometrial no Utero do 92 dg apresentam nucleo
marcadas positivamente para o PCNA (figs a, c) e TUNEL negativas (figs b,d). Nos
periodos pés-lesdo embrionaria as células uNK com nucleo PCNA positivas era
notadamente menor nos periodos de 6 e 12 horas, enquanto acentuava as células
com nucleo TUNEL positivas. A marcacao positiva com o anti-PCNA permanecia
em algumas células uNK menos diferenciadas (subtipos | e Il) mesmo nos periodos
pbs-lesdo de 6 e 12 horas (figs e-h). No periodo de 1 hora pds-lesdo nao foram
detectadas diferencas na intensidade ou proporcédo de células uNK TUNEL ou
PCNA positivas (dados nao ilustrados) em relagdo ao dos animais de gestacao

normal.
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5- DISCUSSAO

42



As reagbes imunocitoquimicas realizadas nos sitios de implantacdo e
desenvolvimento embrionario no Utero de camundongos do dg 6 ao 17 revelaram
reatividade positiva pelo anti-HSP70 nas células uNK de camundongos nos
periodos gestacionais analisados, demonstrando a expressdao da HSP70 de forma
constante nestas células ao longo da gestacédo. A constatacao da expressao tanto
dos transcritos pelo RT-PCR quanto da imunolocalizacdo das isoformas HSP72 e
73 nas células uNK é um dado inédito, ndo tendo sido descrita ainda para as
células NK, assim como para outros leucocitos efetores presentes nos tecidos
durante as suas atuagdes na resposta imune inata. As excecdes sao limitadas para
linhagens de macréfagos (U937) e de linfécitos (JURKAT) mantidas em cultivo, nas
quais foi detectada a expressao da HSP 70 (Li et al., 2000;Saleh et al., 2000 ).

De acordo com as descricbes do fabricante quanto a especificidade do
anticorpo anti-HSP70 utilizado nestas reagdes imunocitoquimicas, este anticorpo
reconhece isoformas HSP73 e HSP72, formas constitutivas e induzidas,
respectivamente, as quais atuam como chaperonas. O RT-PCR destas isoformas
de HSP70 realizadas a partir do RNA mensageiro obtidos das células uNK isoladas
comprovam a expressao dos genes das isoformas HSP 72 e 73 da familia de
proteinas de choque térmico (HSP-70).

As proteinas de choque térmico, também conhecidas como chaperonas, séo
altamente conservadas evolutivamente, ja que podem ser rapidamente produzidas
pelas células em resposta a uma adversidade ou condicoes de estresse (Lindquist
et al., 1980; ltoh et al, 1991), exercendo papel essencial nas funcbes de
sobrevivéncia celular (Morimoto et al., 1994; Mosser et al., 2000). Sao, portanto,
fortes candidatas a participarem dos mecanismos de sobrevivéncia celular,
podendo também ser expressas constitutivamente em determinados tecidos
susceptiveis a injarias, como o rim (Boujelben et al., 2006), desempenhando assim
um papel citoprotetor mais eficiente. O papel protetor de HSP70 tem sido atribuido
nas células intestinais contra oxidantes e outros agentes estressantes (Musch et al.,
1996; Wischmeyer et al., 1997, Whittall et al., 2006).
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Tais mecanismos podem ser igualmente atuantes na dindmica do ambiente
uterino gestante. Este ambiente é um local em continua remodelacao e
transformacdo, que exige das células ali presentes a capacidade de responder
rapidamente aos estimulos locais, seja através da mobilizacdo dos seus
componentes intracelulares pré-existentes, ou através da ativacao da biosintese de
novos, levando a uma mudanca morfolégica e funcional do 6rgédo (Lead et al,
2007). Se de um lado estas modificagdes sdo necesséarias e ainda mais intensas
para manutencao da prenhez, por outro lado, € também uma condicao critica. Isto
porque a producéao local de variadas citocinas e metabdlitos pode culminar em uma
resposta imunolédgica anormal (Lead et al., 2007), considerando o afluxo e acumulo
transitério em grandes proporcoes das células uNK, um linfcito efetor da resposta
imune inata.

A importéancia do influxo das células uNK no utero gestante foi demonstrada
experimentalmente em camundongos (Croy et al., 2006). Estes autores verificaram
que a auséncia de tais células esta relacionada com o ndo desenvolvimento do
MLAp, com a imaturidade das células deciduais, com a presenca de intenso edema
entre as células deciduais e com a morfologia anormal das artérias maternas que
alimentam a placenta. O afluxo destes linfécitos na gestacao € acompanhado da
producao de moléculas inflamatdérias, tais como IFNy e TNF-a (Croy et al., 1991).
Estas caracteristicas reunidas em outro local seriam definidas como de reagao
inflamatéria. Porém, ndo € o que se constata no ambiente uterino considerando que
a expressao de IFN-y e IL-18 (citocinas pro-inflamatérias) pelas células uNK esta
relacionada com a regulacao positiva da producéo de VEGF e com a limitacdo da
proliferacdo das células musculares lisas dos vasos (Rzucidlo et al., 1999; Tenger
et al., 2005). lgualmente, outros componentes das uNK, como a isoforma induzivel
da 6xido nitrico sintase (INOS) (Burnett et al.,, 2000) e a-2-macroglobulinas (He et
al., 2005) contribuem para o remodelamento vascular e regulacdo da invasédo do
trofoblasto (Croy et al., 2006), eventos estes necessarios para o adequado
desenvolvimento da gestacdo e diretamente relacionados ao influxo das células
uUNK neste ambiente.

44



Em outros tecidos, as células Natural Killer se comportam como sentinelas do
sistema imune, respondendo primariamente a presenca de agentes infecciosos.
Estas células, sendo linfécitos citotdxicos reconhecem e lisam células tumorais e
infectadas por virus (Trichieri, 1989; Moretta et al., 2002). Sdo células derivadas da
medula éssea e circulam no sangue até serem ativadas por citocinas e substancias
quimiotaticas que as recrutam para o tecido injuriado (Moretta, 2002; Zitvogel, 2002;
Cooper, 2002), portanto pode-se dizer que sdo células transitérias. A presenca
transitéria das células uNK durante a gestacdo, porém sendo residentes
compulsérias no ambiente uterino, faz como que estas células desempenhem uma
funcdo nao relacionada a resposta imune inata, o que constitui um dos paradoxos
da imunologia da reproducéo.

A hip6xia é condicao intrinseca a gestacédo, enquanto na maioria dos tecidos,
a hipdxia é uma consequéncia da reacao inflamatéria, podendo causar apoptose ou
necrose celular, levando a degeneracao do tecido em questdo. Esta hipdxia na
interface materno-fetal do Utero é crucial para o adequado desenvolvimento da
gestacéao (Raleigh et al.,, 1998, Lee et al., 2001; Webster et al., 2006, 2007).

Mudancas de concentracées de oxigénio e a hipoxia do microambiente uterino
gestante pode ser um dos fatores que induzem a producédo de 6xido nitrico (NO)
(Fantel et al., 1998, Kiang et al., 2002). O NO é um radical livre que em
concentracbes adequadas €& benéfico, estimulando a angiogénese (Croy et al.,
2006) relaxamento de vasos sanguineos (Ignarro et al.,, 1987), transdugcao de
neurotransmissores (Knowles et al., 1989) e defesa contra patégenos microbianos
(Liew & Cox, 1991). Porém, o NO pode ser deletério quando produzido em excesso
(Touyz., 2004) e as células presentes nesta interface necessitam de mecanismos
especificos que assegurem a sua sobrevida nestas condigdes.

O estresse oxidativo infringe uma toxicidade resultante da geragdo de
espécies de oxigénio reativo, e também do NO, que contribui para o estado de
imunossupressao, pela inibicdo das fungbes das células NK e outros linfécitos,
inibindo a secrecao de citocinas (Kono et al. 1996). As células uNK expressam

constitutivamente as trés isoformas (iNOS, eNOS e nNOS) de éxido nitrico sintase
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(Lippe, 2007) envolvidos na producao do oxido nitrico (NO), que em situacao de
estresse induzido pela lesdo embrionaria pode ser exacerbado (Lippe, 2007).
Desta forma as células uNK protagonizam diretamente o estresse oxidativo do Utero
gestante, o que exigiria para si, um mecanismo de protecao intracelular apropriado
para a manutengao da sua sobrevida neste ambiente.

Relatos sobre interacdes entre NO e producado de HSPs demonstraram que o
aumento na producado de NO resultou na elevacao da expressdao de HSP70 em
células musculares (Xu et al., 1997), e que este aumento é mediado pela ativacao
do fator de choque térmico 1 (HSF1). Uma vez soluvel, o NO pode ter acdo
citoprotetora (pré-vida) ou citopatica (pr6-morte) dependendo da interacao
estabelecida entre HSPs e NOS. Kiang e colaboradores (2002) constataram que a
inibicdo na produgdo de NO por inibidores de NOS pode reduzir a injuria de
intestino de rato causada por isquemia. Porém células tratadas com tais inibidores
bloqueiam a produgéo de HSP70 induzida (HSP70i) e sdo mais vulneraveis do que
células que possuem HSP70i constitutivamente, as quais possuem maior
citoprotecao contra injarias (Kiang et al., 2001).

O presente estudo utilizou 0 modelo de anomalia de gestagédo induzida pela
lesdo embrionaria para avaliar as possiveis alteracoes na expressao das isoformas
de HSP72 e 73. O ambiente de anomalia na gestacao decorrente da lesao cirurgica
do embrido consiste em uma situacdo de estresse agudo e intenso na interface
materno-fetal do Utero gestante. Este procedimento foi adotado anteriormente por
Roman (2001) e posteriormente pela Copi (2006). Estes autores relataram diversas
alteracbes nos componentes celulares da interface materno-fetal. Dentre as
alteracdes, eram notérias a ocorréncia de hiperemia que evoluia para hemorragia
com o avanco do periodo pés-lesdo e alteracbes no padrdo de reatividade das
células uNK frente a citoquimica com a lectina DBA. Roman (2001) sugeriu que a
hiperemia e hemorragia verificada na regiao mesometrial ndo seria decorrente do
trauma mecanico da prépria lesdo, mas sim de uma resposta secundaria da lesao
embrionaria, com o possivel envolvimento das células uNK que aparentavam perda

de conteudos dos seus granulos citoliticos.
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Os resultados do presente experimento utilizando o modelo de lesao cirirgica
dos embrides detectaram as alteracbes nos padroes de reatividade e morfologia
das células uNK através da citoquimica com a lectina DBA as semelhancas dos
relatos da Roman (2001) e nos aspectos ultraestrururais descritos pela Copi (2006).
Dentre as nossas observacoes, as alteracdes mais evidentes estavam relacionadas
com a perda de reatividade a lectina DBA na superficie celular caracterizando
marcacao descontinua na superficie e no conteldo dos granulos citoliticos. A
reducdo ou auséncia de marcacdao nos granulos lisosomo-secretores decorre da
liberacdo do conteudo destes pelas células uNK em resposta a alteracdo da
homeostasia do ambiente uterino gestante submetido a lesdo embrionaria (Copi,
2006). Tais evidéncias sugerem a resposta das células uNK com possivel
desencadeamento da acao citotéxica destas células junto aos diversos tecidos da
interface materno-fetal, afetando sobremaneira a homeostasia deste microambiente
uterino. Cumprem salientar as alteracées observadas nas mitocdndrias das células
uNK presentes nos sitios p6s-lesdo que apresentavam as membranas internas
distribuidas irregularmente, ou na maioria das vezes, pouco evidentes, sugerindo a
sua ruptura e degeneracgao.

Pela quantificacdo realizada com os cortes submetidos a dupla marcagéo com
anti-HSP72/73 e a lectina DBA, foram constatadas reducdes significativas no
namero de células uNK-HSP positivas nos sitios submetidos a lesdo embrionaria
apos 6 h, assim como, nas intensidades das reagcbes com anti-HSP72/73 no
citoplasma das células uNK. Os resultados do “Western-blotting” igualmente
evidenciam a expressao de duas bandas reativas correspondentes a 72 e 73 kDa
nos homogeneizados teciduais do MLAp na gestacdo normal. Embora nao
quantificado, é evidente a redugdo da intensidade da banda correspondente a 73
kDa nos sitios p6s-lesdo embrionaria de 6 e 12 h, sugerindo ser esta a isoforma
afetada.

Por outro lado, a avaliacdo da expressao dos transcritos das HSP 72 e 73
realizadas nos RNA isolados de homogeneizados teciduais do Utero gestante

normal confirmou as expressdes das isoformas HSP 72 e 73, porém, nao foram
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constatadas variacoes significativas nas amostras de pds-lesdo avaliadas pelo RT-
PCR semi-quantitativo. Estes dados sugerem, em principio, que nao ha variacdes
na mobilizacdo desta via celular como mecanismo de protecédo ao estresse induzido
pela lesdo embrionaria no ambiente uterino. Por outro lado, cabe lembrar que, a
expressao dos transcritos nao reflete necessariamente a expressao protéica das
referidas isoformas da HSP70, assim como, deve ser ressaltado o fato do RNA ser
obtido do homogeneizado total do MLAp como um todo, € ndo apenas das células
uNK.

Varios fatores podem estar envolvidos nesta reducao de reatividade com anti-
HSP 72/73 nas células uNK encontrado nas reacdes imunocitoquimicas dos sitos
uterino pés-lesdo embrionaria. De acordo com Roman (2001), apds 24 h do periodo
pds-lesdo, ocorre uma visivel degeneracdao do tecido endometrial, inclusive a
ruptura das células uNK. Em nossas observacdes, a quantidade tanto de células
uNK DBA positivas quanto de uNK HSP72/73 positivas decrescem drasticamente
apos 12 h da lesdo embrionaria, sugerindo uma correlacao direta entre estas HSPs
e a viabilidade das células uNK. E plausivel supor que a supressdo da HSP nas
células uNK possa desencadear um progressivo comprometimento destas células,
induzindo a sua degeneracao ou acelerando a sua senescéncia.

As células uNK produzem citocinas que atuam como moduladores da
resposta imune, com acgdes peculiares na gestacao (Schafer-Somi et al., 2003). O
fator de necrose tumoral a (TNF-a) é uma destas citocinas do tipo pré-inflamatéria
que pode ser produzida por diferentes tipos celulares, destacando-se macrofagos
ativados, linfocitos, além das proprias células uNK (Ashkar et al., 2000), podendo
induzir a apoptose via FasL (CD95), um receptor de superficie associado ao
receptor de TNF-a (TNFR) que pode induzir a apoptose através da ligagcdo com o
sistema Fas presente na célula alvo (Jersak et al., 2002).

De acordo com (Kusakabe et al., 2005), as células uNK expressam o sistema
Fas/ FasL e as células NK circulantes expressam receptores do TNF (Naume et al.,
1991; Xu et al, 2007), sugerindo que estas células podem ser igualmente

suscetiveis aos efeitos do FasL e do TNF presentes no ambiente uterino, podendo
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induzir ou acelerar a sua morte celular por apoptose. Contudo, na cascata de
sinalizagdo que culmina na apoptose, existem mecanismos de bloqueio ou de
protecdo que evitam a apoptose, ressaltando-se a chaperona HSP70 que pode
intervir inibindo pontos chaves da via de ativacdo da proteina c-Jun N-terminal
quinase 1 (JNKT) dependente de Bid (Park et al., 2001). Os resultados da
imunomicroscopia eletrénica realizados no presente trabalho demonstram uma
localizagao conspicua da molécula HSP72/73, distribuida de forma predominante
na mitocdndria das células uNK na gestacdo normal. Esta marcacdo mitocondrial
era reduzida ou totalmente negativa nas células uNK dos sitios uterinos pés-lesao
embrionaria. Este resultado juntamente com os da quantificacdo que demonstram a
gradual reducao de células uNK-HSP72/73 positivos a partir de 1 hora pds-leséo,
que se acentuam nos periodos de 6 e 12 horas, sugerem o envolvimento direto das
isoformas HSP72 e 73 presentes na mitocondria com a sobrevida das células uNK
frente a situacdes de estresse induzido pela lesdo embrionaria

Mitocondrias sdo organelas que desempenham um papel central na morte
celular por apoptose ou necrose celular. Isto porque, alteracbes que afetam a
respiracdo mitocondrial, a producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS),
mudancas no potencial de membrana mitocondrial e a liberagcdo de moléculas
regulatérias e sinalizadoras derivadas do espago intermembranas podem
desencadear a morte celular (He et al., 2003). Danos na membrana mitocondrial
causam a liberacdo de proteinas apoptéticas, incluindo citocromo ¢ e o Fator
Indutor de Apoptose (AlF), que ativam vias caspases dependentes ou
independentes que promovem a morte celular por apoptose e a reducéo precoce da
liberacdo do citocromo ¢ mitocondrial esta relacionada com a super expressao de
HSP70 (Tsuchiya et al.,2003).

A HSP70 inibe a ativacao da caspase 3, podendo afetar a via JUN-Kinase e a
ativacao de p38 quinase (Mosser et al., 1997). HSP70 liga-se e modula a funcao de
Bag-1, a proteina bcl-2 (McLaughlin et al., 2003), controlando a morte celular por
apoptose. Em células epiteliais, a HSP72 reduz comprovadamente a injuria da
membrana mitocondrial (Li et al., 2002), ligando-se ao citocromo ¢ que é
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translocado para o citosol em casos de injuria (Li et al., 2002) e interage com Bcl-2,
uma proteina pré-apoptética (Wang et al.,, 1999). Nos casos de algumas injurias
celulares, como a deplecao de ATP, o AIF (fator indutor de apoptose) pode escapar
para o compartimento extra-mitocéndrial, mas a HSP72 pode ligar-se com AlF
mitocondrial e prevenir o acumulo de AIF nuclear, impedindo assim a condensagao
da cromatina periférica e a degradacdo do DNA (Ravagnan et al., 2001). A Bax é
uma outra proteina que forma canais especificos para a passagem do citocromo c,
desencadeando as cascatas de caspases, caso haja danos mitocondriais
(Jurgensmeir et al., 1998). Na mitocéndria, HSP70 poderia bloguear a apoptose
induzida por temperatura por dificultar a translocacdo e a insercdo de Bax na
membrana externa da mitocéndria, prevenindo sua permeabilizacdo e assim a
liberacao do citocromo ¢ e de AlF (Stankiewicz et al., 2005).

Por conseguinte, a localizagdo mitocondrial das HSP72/73 nas células uNK
sugere que estas células possam adotar mecanismos semelhantes associadas a
acao anti-apoptética, e a redugdo na sua expressao estaria relacionada com a
reducdo na funcéo citoprotetora da HSP nas células uNK presentes no utero
gestante, induzindo a morte destas células por apoptose.

Dentre os possiveis mecanismos envolvidos nesta resposta das células uNK,
os relatos de Polla e colaboradores (1996) que apontam a mitocondria como um
alvo seletivo protegido contra injurias oxidativas decorrente da presenca, das
proteinas da familia HSP70, corroboram com a hipétese desta fungdo da HSP72/73
presente na mitocéndria das células uNK. O excesso de radicais livres produzidos
pelo estresse oxidativo induz muitas alteracées nas células, a mitocéndria pode ser
a primeira organela a sofrer com as ROS (Richter & Kass, 1991), envolvendo vias
de acao citotéxica como pelo de TNF-a. A protecdo contra a citotoxicidade de
citocinas como TNFa que estimula a geracdo de ROS nas mitocéndrias (Hennet et
al., 1993), é claramente atribuida a HSP (Jaattela et al., 1993) e, a reducao desta
chaperona nas células uNK deve afetar a sua resisténcia ou sobrevida ao estresse

gerado no ambiente uterino gestante induzido pela lesdo embrionaria
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Pelas analises dos resultados da reagdo imunocitoquimica com anti-PCNA
observou-se uma alta atividade proliferativa das células uNK presentes no Utero de
92 dg normal, confirmando os dados relatados anteriormente por Paffaro Jr e
colaboradores (2003). Contudo, esta atividade proliferativa é drasticamente
comprometida com a lesdo embrionaria, onde apds 12 h, raras sao as células uNK
com nucleo PCNA positiva, demonstrando que ciclo celular destas células foi
inibido. Esta supressdao do ciclo celular ndo parece ser uma simples regulacao
negativa do processo de proliferacdo celular, mas sim do comprometimento da
integridade destas células decorrente da alteracdo da homeostasia do ambiente
frente a anomalia provocada pela lesdo embrionaria. De fato, a reagdo de TUNEL,
revelou que a lesdo cirdrgica do embrido provoca um progressivo aumento,
dependente do periodo transcorrido da lesdo embrionaria, de células uNK que
apresentam o seu nucleo marcado pela reacdo com TdT. A incorporacao do TdT
indica a presenca de fragmentos de DNA, caracteristicos de células em processo
de morte celular. O aumento de células uNK TUNEL positivos no ambiente uterino
pds-lesdo embrionaria confirma o comprometimento da integridade destas células,
induzindo a sua morte decorrente da fragmentacdo do seu DNA. Embora nao
tenham sido realizadas reacdes concomitantes com TUNEL e anti-HSP72/73,
cumpre salientar que a incidéncia de células uNK TUNEL positivas, coincide com a
localizagdo daquelas células uNK com reducao de marcacao para o anti-HSP72/73
nos periodos de pds-lesdo embrionaria de 6 horas.

Pelas analises qualitativas e quantitativas, a reducdo maior nas células uNK-
HSP72/73 positivas ocorreram nas areas do endométrio préximo ao embrido,
correspondendo aos subtipos Il e IV. Aquelas células imaturas do subtipo | e Il
presentes na area préxima ao miométrio conservavam maior proporcéao de células
com reagao positiva com o anti-HSP. Estas observagdes apontam as formas
maduras e senescentes das células uNK como sendo mais suscetiveis, ou
responsivas ao estresse induzido pela lesdao embrionéaria, enquanto que as formas
imaturas seriam mais resistentes, ou menos responsivas, ao estimulo do estresse

induzido pela lesao cirdrgica do embrido.
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.Por conseguinte, a expressao das moléculas de HSP70 seria um mecanismo
desenvolvido pelas células uNK recrutadas para o ambiente uterino gestante, com a
qual asseguram a sua sobrevida para desempenharem o seu papel crucial no
decorrer da gestacao normal. Neste mecanismo, o papel exercido pelas HSP70
como chaperona, envolve ainda varias outras vias na sobrevivéncia de diversas
células tanto em estado fisiologico quanto em situacées de injurias de origem
enddgena ou exdgena. HSP70 possui sitios de ligacdo que permitem participar nos
processos de dobramento de proteinas recém sintetizadas, reconformacéo de
proteinas mal conformadas ou agregadas, além de atuarem na translocacdo de
organelas membranosas, na secrecdo de proteinas e controle da atividade
regulatéria de proteinas (BuKau et al., 2000). HSP70 pode interagir com moléculas
reguladoras chaves de muitas vias de transducdo de sinais que controlam a
homeostase da célula, tais como, proliferacao, diferenciacdo e morte celular (Pratt
et al., 2003). Todas estas atividades parecem estar baseadas na propriedade que a
HSP70 possui em interagir com segmentos de peptideos hidrofébicos controlados
pela sua porcao ATPase (Mayer et al., 2005).

Por outro lado, a HSP 70 presente no citosol das células podem estar sob
formas distintas, como produto de genes diferentes. Sao distinguidas como: (i) a
forma estresse-induzido, HSP72 (HSP70), e (ii) a forma expressa constitutivamente,
HSP73 (também conhecida como heat shock cognata-HSC-70) (Lindquist et
al.,1980). Além destes dois membros, na familia HSP70 ressalta-se a HSP 75
(Grp75) que esta presente exclusivamente nas mitocéndrias de algumas células
(Craig et al., 1994). Tanto a forma constitutiva como a estresse-induzido interagem
com proteinas recém sintetizadas e desnaturadas e assim previnem a agregacao e
o dobramento errbneo de outras proteinas. Essa capacidade de estabelecer a
conformacdo de novas proteinas e remodelar proteinas desnaturadas acaba por
auxiliar também o trafico de proteinas (Gething, et al.,, 1992; Nollen, et al., 1999).
Além disso, a HSP 70 citosdlico parece facilitar a translocacao de proteinas do
citosol para o reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e lisossomos (Sheffiel et al.,
1990).
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Desta forma a redugéao de marcagédo das HSP72/73 nas células uNK maduras,
apos lesao embrionaria, permite aventar também a possibilidade desta HSP ser
secretada pelas células uNK, desempenhando uma fungdo de sinalizacao
intercelular. A forma da HSP extracelular (eHSP) é correlacionada com funcdes
imunoldgicas, sendo o seu envolvimento no sistema imune inato 0 mais notorio
(Chen et al., 1999; Asea et al., 2000; Basu et al., 2000; Campise et al., 2003). Esta
forma pode estar relacionada com a indugdo da producdo de citocinas pré-
inflamatérias, éxido nitrico e ativacéo do sistema de complemento (Prohaszka et al.,
1999, 2002). Além disso, a eHSP é capaz de aumentar a atividade fagocitaria de
macréfagos (Kakimura et al,, 2002). Na resposta imune adaptativa, a eHSP age
como molécula adjuvante estimulada por varias substincias microbianas
(Srivastava et al., 2002; Binder et al., 2004). Neste contexto, ndo se descarta a
possibilidade de secrecao da proteina HSP70 e a sua relacdo com a reducédo na
expressao apds os tratamentos com a lesdo embrionaria. Estas possibilidades
merecem ser investigadas futuramente.

A grande variedade funcional desempenhada pelas HSPs nos diferentes tipos
celulares deixa duvidas sobre o papel destas proteinas, principalmente em se
tratando das células uNK (uma célula efetora da resposta imune). Contudo, a
expressao de forma constitutiva, particularmente nas mitocéndrias das células uNK,
sugere fortemente o seu envolvimento como chaperona citoprotetora. Tal
localizacao asseguraria a sobrevida e atividade das células uNK no ambiente de
estresse determinado pelo utero gestante, particularmente decorrente do estresse
oxidativo e das vias de sinalizacao afetadas pelos formas de oxigénio reativo,
incluindo o NO. A HSP presente nas células uNK deve atuar de forma eficiente na
protecéo intracelular nestas situacoes, porém, a geracao exacerbada de NO, como
no desequilibrio da homeostasia da interface materno-fetal decorrente da lesao
embrionaria, pode afetar a expressado destas moléculas citoprotetoras, conduzindo
a degeneracgao ou senescéncia das células uNK.
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6- CONCLUSOES

54



Nossos resultados mostram que:

As células uNK sao reativas ao anticorpo anti-HSP70 ao longo da
gestacao;

As células uNK expressam os genes das isoformas HSP72 e HSP73;

A expressao protéica das isoformas HSP 72 /73 é constatada nos
homogenados teciduais do MLAp de uteros em gestacdo normal,
porém, ocorre uma reducdo da isoforma HSP73 nos animais

submetidos a lesao embrionaria;

A imunomarcacao detectada na mitocéndria das células uNK, sugere
que a HSP72/73 esteja associada com um provavel mecanismo de

citoprotecdo destas células frente ao estresse intrinsico da gestacao;.

O estresse induzido pela lesdo embrionaria altera a homeostasia da
interface materno-fetal e afeta diretamente as células uNK, levando a
reducdo da expressao intracelular da HSP70, particularmente, da
isoforma HSP73, uma chaperona com funcgéo citoprotetora;

A lesdo embrionaria altera o ciclo bioldgico das células uNK,
provocando reducdo ou inibicdo da atividade proliferativa destas
células;

A reducao das expressdes das isoformas de HSP 73 presentes nas
células uNK nos periodos pés-lesao embrionaria pode estar
relacionada com o desencadeamento ou aceleracdo da morte das
células uNK frente ao estresse agudo induzido pela lesdo embrionaria.
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7-ILUSTRACOES

56



57



Figuras 6a-h : Fotomicrografias de imunoperoxidade (a-f) com anti-HSP70 e dupla
marcacao lectina DBA-fluoresceina com anti-HSP70-Cy3 (g,h) da regiao mesometrial
de sitios de desenvolvimento embrionario de camundongos, contra-corados com
hematoxilina. (a) - 62dg mostrando a regiao mesometrial, com auséncia de células
uNK ou de células HSP72/73 positivas; (b)- 92 dg com presenca de células uNK
HSP72/73 positivas (setas) distribuidas no MLAp; (c) - 122 dg mostrando células
reativas ao anti- HSP72/73 predominantemente nas células uNK dos subtipos Il
(seta) e IV (cabeca de seta) e em algumas células do estroma endometrial (*); (d) - 15°
dg com as marcacoes positivas nos citoplasmas das células uNK dos IV (cabeca de
seta) e, algumas células do estroma HSP72/73 positivas (*); (e-f) - detalhe do padrao
de reatividade no citoplasma da célula uNK do subtipo IV (122dg) e Il (172dg),
respectivamentes. Notar as marcac6es fracamente positivas também no citoplasma
de algumas células do estroma endometrial (*); (g-h) — notar a distribuicao
predominante (setas) das células unk-DBA positivas (verde) com presenca de HSP70
no citoplasma (vermelho) e raras células HSP 70 positivas no estroma endometrial (*)
do utero gestante normal no 92 dg. Em detalhe, a reacao com HSP70 positiva em
padrao puntiforme e granular distribuida no citoplasma das células uNK.

Barras:(a,b) = 30um, (c,d)=20um, (e,f)=5um, (g,h)= 20 e 5 pm, respectivamente
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Figuras 7 (a-d) : Fotomicrografias de imunoperoxidade com anti-HSP72/73 nos sitio
de desenvolvimento embrionario no 92 dg submetidos a lesdao embrionaria e contra-
coradas com hematoxilina. (a,b) - 1 hora pdés-lesao evidenciando a distribuicao de
células uNK com a reducao na intensidade dos subtipos Ill e IV (setas) presentes no
endométrio mais proximo do embridao, enquanto as dos subtipos | e Il (cabecas de
setas) mantém a reacao mais intensa no seu citoplasma. VS — vaso sanguineo; (c) - 6
h pés- lesao com a grande maioria das células uNK dos subtipos Il e lll (setas)
negativas ou marcadas fracamente; (d) - 12 h pés-lesao cirargica mostrando detalhe
de células uNK do subtipo Ill (seta) apresentando citoplasma vacuolizado e fraca
marcacao para anti-HSP72/73. Notar uma reacao fraca e difusa também nas células
do estroma adjacente (*). Barras: (a,c) = 30 pm, (b) = 20pm, (d) = 5 pm.
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Figuras 8 (a-f): Microscopia de fluorescéncia com reacao citoquimica de lectina DBA-
biotinada revelado com estreptoavidina-FITC (verde) e imunocitoquimica com anti-
HSP72/73 revelado com anticorpo secundario conjugado com Cy2 (vermelho). (a) - 92
dg 1 h pés-lesao cirurgica do embriao mostrando a maioria das células uNK
fracamente marcadas com lectina DBA e auséncia ou fraca (seta) marcacao para o
HSP72/73; (b) - 6 h apds-lesao mostrando perda de reatividade pela lectina DBA,
assim como para HSP72/73 na maioria das células uNK (setas); (c)- detalhes da
célula uNK 1 h pos-lesao embrionaria com fraca marcacao de lectina DBA e com
reacao positiva para HSP72/73. (d, e) - — Detalhes da célula uNK 6h péds-lesao
mostrando marcacao positiva (vermelho) no subtipo Il e negativa para HSP no
subtipo lll com granulos DBA positivas (verde) e (e) — Detalhe da célula uNKapo6s12 h
da lesao marcacao para HSP nas células do subtipo | sem granulos DBA positivas.
Notar o padrao granular puntiforme da marcacao para o HSP no citoplasma; (g) -
Aspecto da regiao mesometrial do utero no 92dg, com tripla marcacao: lectina DBA-
FITC (verde), anti HSP72/73 (vermelho) e DAPI (azul), que evidencia os nucleos,
utilizada para quantificacao das células uNK-DBA e -HSP positivas Barras:
(a;b)=20pum, (c- f)= 5pm
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Figuras 9 (a-b): Imunomicroscopia eletronica com anti-HSP72/73 mostrando
marcacoes positivas com particulas de outro coloidal (7nm) sobre as mitocondrias
(setas) das células uNK presentes no MLAp do utero de camundongos no 92 dg
normal e 6 h pés-lesao, respectivamente. Notar algumas particulas de outro
distribuidas também no citoplasma, porém, esta incidéncia, assim como na
mitocondria € menor nas células uNK presentes nos sitios de embridao lesionados.

Barras= 1um
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Figura 10: Western blotting com anticorpo anti-HSP72/73 realizados nos SDS-PAGE
de homogenados teciduais do MLAp obtidos de animais no 92 dg normal (1) e pés-
lesao embrionaria nos periodos de 1, 6 e 12 h. Notar a presenca de duas bandas, uma
correspondente a isoforma HSP72, com intensidade de reacao mais forte e uniforme
entre as amostras e, a da isoforma HSP73 com uma marcacao mais ténue na amostra

normal, que tende reduzir de intensidade nas amostras de pos-lesao.

Figura 11 : RT-PCR dos genes (1) HSP72 (322pb) e (2) HSP73 (554pb) utilizando cDNA
obtido de células uNK isoladas do MLAp de camundongos no 8%dg (A). marcador
Trackl 100bp DNA Ladder

Figuras 12a,b : (a) Eletroforese em gel de agarose 2% do RT-PCR do gene da
Ciclofilina (660pb banda superior) e HSP72 (322pb — banda inferior) utilizando cDNA
obtido do MLAp de camundongos no 92 dg normal (1 a 4) e nos periodos de 1h (5 a
7), 6h (8 a10) e 12 h (11 e 13) pos-lesao. (A) marcador Trackl 100bp DNA Ladder (b)-
Andlise semi-quantitativa de HSP72 normatizado com ciclofilina como controle
interno em unidades arbitrarias obtidas pela densidade optica (IOD) das bandas
amplificadas de RT-PCR em (a).

Figuras 13a,b : (a) Eletroforese em gel de agarose 2% do RT-PCR do gene HSP73
(554pb), utilizando cDNA obtidos do MLAp de camundongos no 92 dg normal (1 a4) e
nos periodosde1(5a8) ,6(9a11)e 12 h (12 a 15) ) pés-lesao. (A) marcador Track |
100bp DNA Ladder, (b)- Grafico da analise semi-quantitativa de HSP73 em unidades
arbitrarias obtidas pela densidade o6ptica (IOD) das bandas amplificadas de RT-PCR
em gel de agarose em (a), normatizado com RT-PCR de ciclofilina como controle
interno.
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Figuras 14 (a-f): Fotomicrografias da tripla marcacao com anti-PCNA revelado com
Cy3 (vermelho), lectina DBA-Alexa fluor 488 (verde) observado com microscopia de
fluorescéncia (a, c, e, g) e, reacoes de TUNEL revelada com peroxidase-DAB
observadas em microscopia de campo claro (b,d,f,h). (a) Sitio de desenvolvimento
embrionario de 9°dg normal demonstrando grande quantidade de células PCNA
positivas, e em (b) a mesma area com auséncia de células com reacao TUNEL
positiva. (c) detalhe das células uNK com nucleo PCNA positivas (cabecas de seta)
presentes na regiao mesometrial do utero de 92 dg normal e em (d) detalhe da reagao
de TUNEL mostrando auséncia de marcacio para as células uNK, porém, uma célula
endotelial (seta) com marcacao positiva. (e-h) Regiao do MLAp de sitio uterino apés 6
e 12 h da lesao cirurgica do embriao mostrando o predominio de células uNK com
nucleo PCNA negativo (e, g) e a mesma area mostrando o predominio de nucleos
com reacao de TUNEL positivos (f,h) nas células uNK (setas), assim como, nas
demais células do estroma endometrial. Notar que em 6 horas pos-lesao sao
encontradas algumas células PCNA positivas (e) e TUNEL (f) negativa (cabeca de
seta), porém totalmente negativas apos 12 horas da lesdao embrionaria. Barras:
(a,b,e,f,g,h)=40um, (c,d)=20um
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