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RESUMO



i
As Células Granulosas Metriais (CGMs) presentes em titeros de roedores
prenhes, apresentam como caracteristica morfoldgica principal, um citoplasma repleto
de granulos, que contém além da perforina, hidrolases e proteases. Estes granulos sdo
PAS positivos. Apresentam também antigenos de superficie que as caracterizam como
sendo da linhagem NK. Porém, os fatores que determinam a sua diferenciagio no
endométrio, a composi¢do quimica de seus granulos, relacionada com a fungio destas
células durante a gestagdo, ainda nio sdo totalmente conhecidos.
No presente trabatho foram utilizados camundongos prenhes no 9°, 11°, 13°,
15° e 17° dias de gestagdo (ddg), cujos fragmentos de sitios de implantagdo ou de
placentas foram processados para inclusdo em parafina, resina epoxi e resina LR-

White. Estes materiais foram submetidos aos métodos histoquimicos e citoquimicos da

lectina DBA  (Dolichos biflorus), além da técnica de PAS, para a identificagdo ¢
localizagdo das CGMs. Foram ainda utilizados anticorpos policlonais anticatepsina D e
B em métodos imunoistoquimicos e imunocitoquimicos para caracterizar a natureza
lisossdmica dos granulos intracitoplasmaticos destas células.

As CGMs foram identificadas ao longo do periodo gestacional analizado, tanto
pela técnica de PAS quanto pela lectina DBA, tendo esta ultima apresentado maior
seletividade. Estas células foram localizadas predominantemente no endométrio
decidualizado e nio decidualizado, € em menor proporgio no miométrio da regido
mesometrial. A histoquimica da lectina DBA mostrou marcagdo nos granulos e na
superficie celular, que foi confirmada ao nivel ultra-estrutural. Baseado nos padrdes
morfolégico e histoquimico foram classificados 4 subtipos de CGMs. A freqiiéncia
destes subtipos variou no decorrer dos periodos analisados. Pelas reagdes
jmunocitoquimicas, as anticatepsinas D e B foram localizadas precisa e
especificamente nos “caps” dos granulos destas c€lulas.

Os quatro subtipos de CGMs identificados no endométrio gravidico de
camundongos devem corresponder as fases de diferenciago destas células, as quais
podem ser identificadas pela marcagio da lectina DBA na superficie celular. A
presenga de formas precursoras de CGMs isentas de granulos, concomitantemente com
formas em aparente degeneragdo ao longo do periodo gestacional analisado, sugere que
o endométrio gravidico seja determinante para a diferenciagéo desta populacdo celular.

A imunocitoquimica para os anticorpos anticatepsinas D e B demonstraram que
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enzimas proteoliticas lisossdmicas coexistem subcompartimentalizadas na regido do
“cap” dos granulos das CGMs. A identificagio destas enzimas proteoliticas pressupde

a sua atuacdo sinérgica com outros componentes liticos dos granulos destas células.
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ABSTRACT



The Granulated Metrial Gland cell (GMG) found in the pregnant rodents uterus
is characterized by its cytoplasm fulfilled with PAS positive granules which contain
perforin and hydrolytic enzymes. This cell also pursues surface antigens that identify it

as natural killer cell lineage. However, the factors that determine the differentiation in
the endometrium or, the biochemical composition of the granules related to the role of
this cell during pregnancy remain to be elucidated.

In the present work was used mice uterine fragments on 9°, 11°, 13°, 15° and 17°
days of pregnancy. These materials were processed for paraffin, epoxy resin and LR-
White resin embedding. The specimens collected were further processed by PAS and
Dolichos bilflorus (DBA) lectin cytochemistry for GMG identification and

localization. Immunocytochemistry for anti-cathepsin D and B was performed to
characterize the lysosomal nature of the GMG granules at light and electron

microscopies.

The GMGs were easily identified by both PAS and DBA-lectin methods, but
the later showed higher specificity. These cells were localized predominantly in the
decidualized and no-decidualized endometrium and a few in the miometrium of
mesometrial region of pregnant uterus. DBA-lectin labeling was found on both
granules and cells surface of the GMGs. Four subtypes of GMGs were 1dentified based
on the morphology and on the cytochemical reaction pattern. These subtypes were
found in the uterus through the period analyzed. The immunocytochemistry localized
the anti-cathepsins D and B inside the granules, namely over the peripheral
electrondense cap area. |

The 4 subtypes of GMGs found in the pregnant endometrium suggest that the
differentiation steps of these cells that occurs from early post-implantation stage to
peri-partum stage. Therefore, differentiation of GMGs seems to be committed to
environmental changes of pregnant endometrium. The immunocytochemistry showed
the cathepsin D and B localized in a peripheral cap of GMG granules. It suggests a
special lysosomal compartment inside the granules and their proteolytic enzymes could
act synergicly with another granular component on lysis of target cells.




1. INTRODUCAO



1.1. Caracteristicas gerais das células granulosas metriais (CGMs)

O desenvolvimento de um feto geneticamente diferente do organismo materno
no ambiente uterino ¢ considerado um aloenxerto bem sucedido. Imunologicamente,
este ¢ um fendmeno intrigante que vem merecendo atengo crescente nas pesquisas da
biologia da reprodugfio. No estroma endometrial de roedores prenhes tem sido
identificada uma populagdo de células contendo granulos (PEEL et al, 1983:
BULMER et al., 1987; PARR et al., 1987; CROY et al., 1991a,b), que usualmente nio
¢ encontrada em utero ndo gravidico.

Nos estagios mais avangados da gestagfo, tais células granulosas aparecem

principalmente na base do mesométrio, entre as células miometriais, proximas aos

vasos sanguineos de cada sitio de implantagio. Esta regidio, anatomicamente
denominada de tridngulo mesometrial, ¢ ocupada pela “glandula metrial” (PEEL,
1989). O termo “glandula metrial” foi utilizado por SELYE e MCKEOWN (1935) para
designar a regido onde acumulavam-se as células granulosas, e por esta localizagfio,
tais células foram denominadas de “Células Granulosas da Glandula Metrial” (CGMs)
(SELYE e MCKEOWN, 1935; LARKIN e FLICKINGER, 1969; PEEL et al., 1983;
BULMER et al., 1987; PARR et al., 1987; CROY et al., 1991a,b).

JENKINSON (1902) descreveu células em ateros de camundongos prenhes, que
foram por ele denominadas de “células glicogénicas maternas”. Esta descrigiio
coincide com a descri¢do das CGMs.

Em ratos, as CGMs sdo arredondadas ou ovoides, com aproximadamente 251m
de didmetro, podendo alcangar até 50um em camundongos. Normalmente, apresentam
um mnicleo dnico, arredondado ow ovéide, com nucléolo evidente, geralmente
localizado na periferia da célula. No entanto, algumas células binucleadas também
foram observadas (PEEL, 1989). O reconhecimento dessas células é realizado pelo uso
do acido periddico-reativo de Schiff, devido a grande quantidade de granulos

intracitoplasmaticos PAS positivos (WISLOCKI et al., 1957, BULMER e DICKSON,

1960; STEWART e PEEL, 1977; PEEL, 1989).

Ao nivel da microscopia eletronica, tanto CGMs de ratos (LARKIN e
FLICKINGER, 1969; DIXON e BULMER, 1971; PEEL e BULMER, 1977), quanto
de camundongos (STEWART e PEEL, 1977) apresentaram proje¢des citoplasmaticas



bem evidentes. Nenhum tipo de jungfo intercelular foi observada entre as CGMs, ou
entre essas células e outros tipos celulares presentes no endométrio (PEEL, 1989).

Em comparagio as células endometriais, o citoplasma das CGMs ¢é bastante
elétron-licido e apresenta freqiientemente reticulo endoplasmatico granular
desenvolvido, ribossomos livres e polissomos (PEEL, 1989). Nas CGMs menores, 0
glicogénio encontra-se difusamente distribuido, enquanto nas células maiores esse
polissacarideo ¢ encontrado concentrado na periferia ¢ nas projegdes citoplasmaticas.
Centriolos encontram-se usualmente proximos a area ocupada pelos granulos (PEEL,
1989).

Em CGMs de ratos, vesiculas revestidas (“coated vesicles”) foram encontradas
proximas a regido do complexo de Golgi (LARKIN e CARDELL, 1971). Cisternas do

complexo de Golgi, bem como numerosas vesiculas foram encontradas préximas aos
granulos das CGMs. A localizagdo destas vesiculas e dos granulos no citoplasma das
CGMs, associada a variaglio de forma, tamanho e eletrodensidade dos grinulos,
sugeriu que o complexo de Golgi estaria envolvido na formagio dos granulos. Fusio
entre as pequenas vesiculas ou destas com granulos maiores podem levar ac actmulo
de membranas depositado na forma de figuras de mielina ou “caps” membranosos
(PEEL, 1989).

A distribuigio das CGMs em ratos e camundongos é bastante semelhante
(STEWART e PEEL, 1977; PEEL, 1989). Essas células sdio raras em Uteros virgens,
persistem durante a gestagdo ¢ diminuem em namero proximo ao parto (PEEL, 1989).
STEWART (1983), observando o 6° dia de gestago, descreveu células pequenas e
basofilas, destituidas de granulos, sugerindo que estas fossem formas precursoras das
CGMs.

Segundo STEWART e PEEL (1980), provavelmente as CGMs alcancam seu
numero maximo, na glindula metrial, no 12° dia de gestagio. Em preparacdes
histologicas da glandula metrial, figuras de mitose foram freqiientemente observadas
dentro da populagdo das CGMs até aproximadamente o 14° dia de gestagdo (CROY,
1994). No entanto, proximo ao parto poucas CGMs sdo observadas, pois desaparecem
do utero por um processo de morte celular semelhante ao processo de necrose

(DELGADQO et al., 1996). No parto, as CGMs remanescentes sio provavelmente



descartadas juntamente com os componentes da placenta, uma vez que ndo slo
encontradas no utero pos-parto (DELGADO el al., 1996; GUIMOND et al., 1997).
Foram observadas imagens sugestivas da passagem das CGMs por entre as
células endoteliais (STEWART e PEEL, 1978), bem como CGMs presentes na luz dos
vasos sanguineos da decidua e glandula metrial (STEWART e PEEL, 1978;
DICKSON, 1980; STEWART e PEEL, 1980). As CGMs também foram encontradas
nas lacunas ocupadas por sangue materno junto as células trofoblasticas gigantes, na
camada de espongiotrofoblasto (STEWART, 1984; STEWART e PEEL, 1978;
STEWART e PEEL, 1980) e em intima associagdo com as células trofoblasticas que
revestem externamente as traves celulares da camada labirintica da placenta
(STEWART e PEEL, 1978; STEWART ¢ PEEL, 1980; STEWART, 1990).

PEEL et al. (1983) demostraram que as CGMs de ratos e camundongos sdo
oriundas da medula 6ssea. As células precursoras das CGMs so pequenas, destituidas
de granulos e pertencentes a linhagem linfocitaria (PEEL, 1989). A medida que se
diferenciam, estas células tornam-se maiores, adquirem granulos, ¢ estes aumentam
tanto em tamanho quanto em namero ao longo da gestacdo. Esses granulos sdo
envoltos por membranas e possuem em média 2 a 3 um de didmetro (PEEL et al.,1983;
PEEL, 1989).

As CGMs presentes em deciduomas de ratos e camundongos pseudogravidos
parecem ser morfologicamente semelhantes aquelas presentes na decidua (VELARDO
et al., 1953; ELLIS, 1957; PEEL et al,, 1979; MITCHELL et al., 1981, STEWART,
1985; MITCHELL e PEEL, 1986). No entanto, nio existem informagdes precisas
sobre a func¢fo desempenhada por essas células no deciduoma.

Tanto a morfologia, quanto a distribui¢do dessas células, bem como outras
células andlogas as CGMs, foram descritas em ratos e camundongos (DIXON e
BULMER, 1971; STEWART e PEEL, 1977 ¢ 1978; PEEL, 1989), hamster (BULMER
et al., 1983), camundongos selvagens (Apodemus sylvaticus) (STEWART e CLARKE,
1995) e cobaias (DEBOUT e IZARD, 1994).

Os granulos intracitoplasmaticos das CGMs de camundongos apresentaram
duas regifes morfologicamente distintas: uma &area central eletrodensa e outra
periférica, contendo microvesiculas membranosas. O actmulo periférico destas

microvesiculas forma capuzes (“caps”) membranosos em camundongos ¢ figuras de



mielina em ratos (STEWART e PEEL, 1977). Esta caracteristica dos grinulos
representa a principal diferenca morfoloégica entre as CGMs de ratos e de
camundongos (STEWART e PEEL, 1977, PEEL, 1989).

DELGADQO et al. (1996) mostraram, através de cortes seriados, que o “cap” de
um determinado granulo € sempre periférico e situado na mesma posigdo. Mostraram,
também, que a variagdo de tamanho entre os granulos de uma mesma célula deve-se ao
plano de corte.

Além dessas enzimas, os grinulos das CGMs também contém glicoproteinas,
PAS positivas e resistentes a diastase (WISLOCKI et al, 1957, BULMER e
DICKSON, 1960; STEWART e PEEL, 1977). STEWART e PEEL (1977) detectaram

variagdes na intensidade de reagdo ao PAS nos granulos de uma mesma célula. Esses

granulos apresentam metacromasia quando corados com azul de toluidina (WISLOCKI
et al., 1957). Estudos histoquimicos demonstraram a presen¢a de muitas enzimas
hidroliticas nos granulos das CGMs, tais como B-glucoronidase (BULMER, 1963),
esterase ndo especifica e fosfatase 4cida (BULMER, 1965), arilsulfatase e
aminopeptidase (BULMER, 1968a.b).

As CGMs também contém em seus granulos uma proteina litica, a perforina
(PARR et al., 1987, PARR et al., 1990b; ZHENG et al., 1991a,b), usualmente
encontrada em granulos de linfocitos T citotoxicos (GROSCURTH et al., 1987;
TSCHOPP e NABHOLZ, 1990) e células NK (YOUNG et al., 1986 ¢ 1990).

As CGMs sdo capazes de destruir algumas células placentarias "in vitro"
(STEWART e MUKHTAR, 1988; PEEL e ADAM, 1991). STEWART (1990) também
sugere que essas células, podem lisar as células trofoblasticas “in vivo”. Segundo este
autor, algumas CGMs atingem a placenta fetal, onde interagem com um pequeno
nimero de células trofoblasticas, que estio voltadas para o sangue materno no
labirinto, lisando-as.

ZHENG et al. (1993) ndo observaram diferenca no nimero de células ou no
nivel de perforina entre os casos de aborto e as placentas sadias. Estes resultados
levaram esses autores a sugerirem que as CGMs perforina-positivas nfo estariam
envolvidas na maioria dos casos de aborto. STALLMACH et al. (1995) demonstraram,
em ateros de camundongos perforina-deficientes, que a presenca da perforina niio seria

necessaria para o sucesso da gestacio.



Assim sendo, a fungdio da perforina em uteros prenhes ou mesmo os
mecanismos que possam estar envolvidos na degranulagio das CGMs ainda ndo estio

completamente definidos.

1.2. Semelhanca entre células granulosas metriais (CGMs) e linfocitos
“natural-killer” (NK)

As imunomarcagdes realizadas nas células leucocitarias no endométrio de
roedores tém estabelecido que existem tanto células linfocitdrias da linhagem T
(STOUT et al, 1987; RYAN et al., 1991; VICARI e ZLOTNIK, 1996), quanto NK

(KASAI et al.,, 1980; CHAMBERS et al., 1989; RYAN et al., 1991; GOSSELIN et al.,

1993). No caso particular das células granulosas metriais, estas células apresentam
marcagdo positiva para os antigenos Asialo-GMI1, Thy-1 e NK1.1 (MUKHTAR et al.,
1989; REDLINE ¢ LU, 1989; LINNEMEYER e POLLACK, 1991), caracterizando a
sua semelhanca com as células NK. Porém, alguns autores identificaram células
positivas para CD8 em ratos (HEAD et al., 1994; HEAD, 1996), sugerindo que
existem populagdes de células contendo granulos de origem linfocitaria da linhagem T.
PARR et al. (1987) demonstraram a presenga da perforina no interior das CGM,
caracterizando estas células com possivel agdo litica a4 semelhanga das células
linfocitarias NKs. ZHENG et al. (1991a,b) também encontraram a perforina no interior
dos grénulos das CGMs e sugeriram que estas tltimas pertencessem a linhagem das
células NK. Porém, duvidas quanto a origem destas células permaneceram, uma vez
que OJCIUS et al. (1991) demonstraram, por imunomarcagdo, que os granulos de
linfocitos T citotdxicos (CTL) possuem perforina e serina esterase, permitindo a
interpretagdo de que as CGMs pertencessem a linhagem dos linfocitos T citotdxicos.
Da mesma forma, as células NK de ratos também contém perforina ¢
apresentam trés tipos de granulos estruturalmente distintos (BURKHARDT et al.,

1990). Segundo esses autores, cada tipo possui diferentes proporgdes de area central

eletrodensa e de 4rea multivesicular periférica que, por sua vez, comportam-se como
dois compartimentos distintos, com diferente composi¢do. Na 4rea central eletrodensa
foram detectadas proteinas secretoras que participam da citélise, incluindo perforina
(BLUMENTHAL et al, 1984, PODACK et al, 1985) e condroitina sulfato



(MACDERMOTT et al., 1985). Nas areas vesiculares periféricas, no entanto, tém sido
descritas hidrolases lisossOmicas, incluindo  fosfatase 4cida, arilsulfatase, R-
glucuronidase (FREY et al., 1982; ZAGURY, 1982; ZUKER-FRANKLIN et al., 1983)
e catepsina D (BURKHARDT et al., 1990). A existéncia desses dois compartimentos
distintos nos granulos das NK de ratos, sugere que estas possam desempenhar uma
fung¢do mista de secregdio e de atividade lisossémica (BURKHARDT et al., 1990).
Durante a tltima década, t€m aumentado as evidéncias genéticas e imunoldgicas
indicativas de que as CGMs sdo membros da linhagem NK (ZHENG et al., 1991c;
CROY e KISO, 1993; CROY et al., 1996; HEAD, 1996). Com a utilizagio de
camundongos transgénicos T e B deficientes, demonstrou-se que as CGMs

mantinham-se no Utero gravidico e apresentaram freqiiéncia, morfologia ¢ localizagdo

semelhantes aos camundongos ndo imunodeficientes (CROY et al, 1996). Tais
evidéncias confirmam, entfio, que as CGMs néo seriam células da linhagem T ou B,
mas sim da linhagem NK (CROY et al, 1996; HEAD, 1996; POLLACK e
LINNEMEYER, 1996).

Porém, existem caracteristicas que distinguem células NK de CGMs, uma vez
que as primeiras produzem INF-gama e sio estimuladas por ele, enquanto nfio existem
evidéncias de produgdio de INF-gama pelas CGMs, mas sim da expressio, de
receptores dos mesmos (CROY e KISO, 1993; CROY et al., 1996). As CGMs
produzem IL-1, CSF-1, LIF e TNF-o (CROY et al., 1991a; CHEN et al., 1993; CROY
et al., 1996) e possuem receptores para IL-2 , TNF-a e IFN-gama (CROY et al.,
1991a; CHEN et al., 1993; VANDEN et al., 1996; CROY et al., 1996).

Segundo YE et al. (1996), a IL-15 apresenta um importante papel na indugdo e
regulagdo da diferenciagio das CGMs em tteros de roedores gravidos, sendo
produzida pelos macréfagos presentes no estroma uterino. Estes mesmos autores
sugerem que a 1L-2 ndo esteja envolvida na diferenciacio das CGMs, como acontece
com as células NK. Outra caracteristica importante das células NK ¢é sua capacidade

de lisar “ in vitro” células de mieloma Yac-1, em ratos e camundongos (TRINCHIERI,

1989; STEWART, 1991). Porém, as CGMs de camundongos ndo apresentam tal
atividade (CROY e KASSOUF, 1989; PARR et al, 1990a; CROY et al., 1991b;
HEAD, 1996).



Os dados acima ressaltam tanto as semelhangas existentes entre as linhagens
NK e CGM quanto as suas diferengas. No entanto, na tentativa de se estabelecer as
fungbes desempenhadas pelas CGMs no utero gravidico, pode-se recorrer aos
conhecimentos disponiveis das células NK de outros tecidos.

Baseado nas semethangas com as NK, presume-se que trés grandes
propriedades das células NK também poderiam ser atribuidas as CGMs, quais sejam: a
participagdo na produgdo e resposta a citocinas (CROY et al., 1991a; HUNT, 1994:
CROY, 1994), a produgdo de componentes da matriz extracelular ¢ a interagio com os
mesmos (BRAGA e GENDLER, 1993; SANTONI et al., 1989; GINSBURG et al.,
1989; CROY, 1994) e a interagdio com as células alvo para sua lise (CROY et al.,
1991b; LINNEMEYER e POLLACK, 1991; CROY, 1994).

Essas fungdes possivelmente compartithadas pelas NK e CGMs tém levado a
uma diversidade de denominagdo dessa células na literatura. Alguns autores referem-se
as CGMs como células NK-like (PARR et al, 1987; ZHENG et al, 1991¢;
LINNEMEYER e POLLACK, 1991; CROY e KISO, 1993) e mais recentemente
como células NK uterinas (DELGADO et al. 1996; CROY et al., 1996; HEAD, 1996;
POLLACK e LINNEMEYER, 1996).

1.3. Lectinas

As lectinas pertencem a uma classe de proteinas que podem combinar-se rapida,
seletiva e reversivelmente com agilicares especificos. Podem ser de origem animal,
vegetal ou bacteriana. Apresentam especificidade ndo apenas para diferentes
oligossacarideos, como também para monossacarideos (SHARON e LIS, 1993).

Devido a esta propriedade, as lectinas tém sido muito utilizadas em técnicas
histoquimicas que possibilitam a identificagio e localizacio de células, tanto em
tecidos normats, quanto naqueles patologicamente alterados (FREEMAN, 1983; LEE e
DAMIANOV, 1984; SHARON e LIS, 1993).

Os estudos que utilizam a histoquimica de lectinas também permitem detectar
variagdo na expressio de glicoconjugados decorrentes do estado funcional e ou da
diferenciacdo celular (LADEN et al., 1984; HENNINGAR et al., 1985; NAKAGAWA

et al., 1986). As diferentes populagdes de células em placentas de camundongos foram



identificadas ¢ descritas utilizando apenas pardmetros morfologicos, sem qualquer
mengdo a marcadores celulares especificos (CHATTERJEE-HASROUNI e LALA,
1982; ROSSANT e CRQY, 1985).

Em estudos recentes, PEEL. ¢ BULMER (1996) utilizaram lectinas como
possiveis marcadores celulares seletivos para detectar as diferentes populagdes de
células existentes no ambiente uterino de ratas gravidas. Entre outras células, estes
autores constataram que as CGMs apresentaram intensa reagdo com as lectinas
Triticum vulgaris (WGA), Maclura pomifera (MPA) e Phaseolus vulgaris
leucoagglutinin (PHA-L), fraca com Canavalia ensiformes (Con A), Lens culinaris
(LeH), Pisum sativum (PSA) e Phaseolus vulgaris (PHA-E) e negativa com a lectina
Dolichos biflorus (DBA).

Por outro lado, DAMJANOV ¢ DAMIJANOV (1992), constataram que as
CGMs eram as unicas células presentes no endométrio gravidico de camundongos e
ratos, que reagiam com a lectina Dolichos biflorus (DBA) fluoresceinada. Segundo
estes autores, a lectina DBA seria bastante especifica para marcar as CGMs e a
esterase presente nessas células é que estaria reagindo com esta lectina.

Assim sendo, a histoquimica de lectinas constitui-se em um método seletivo
para identificagdo das CGMs. No caso da lectina DBA, MOURA e YAMADA (dados
ndo publicados) utilizando a histoquimica de lectinas para identificacfio de células em
uteros de camundongos prenhes, também constataram células lectina DBA positivas na
regido do tridngulo mesometrial. Porém, para caracterizar a lectina DBA como possivel
marcador seletivo, faz-se necessario o estudo citoquimico ultra-estrutural para
estabelecer precisamente a localizagdio dos glicoconjugados em cada compartimento

subcelular.
1.4. Proteinases lisossomicas

As proteinases lisossdmicas em geral sdo glicoproteinas, cujos oligossacarideos
estio ligados 4 asparagina. A semelhanga de outras enzimas compartimentalizadas nos
lisossomos, estas moléculas sio modificadas durante o transporte através do reticulo
endoplasmatico granular e complexo de Golgi, revelando residuos de manose

fosforilados. Receptores de fosfomanosil reconhecem estes residuos e o complexo
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receptor-enzima € transportado da regido trans-Golgi para os endossomos, onde ©
complexo € dissociado (TAKAHASHI et al., 1982; KOMINAMI et al., 1988;
UCHIYAMA et al., 1994).

YOKOTA et al. (1990), utilizando figado e rim de ratos, observaram as
proteinases lisossémicas (catepsinas B, H, L e D) presentes nas pequenas vesiculas
oriundas do reticulo endoplasmatico e vesiculas revestidas de clatrina provenientes do
complexo de Golgi.

As proteinases sdo sintetizadas como grandes precursores inativos (ROWAN et
al., 1992; HASILIK, 1992), cuja ativagdo ocorre pela clivagem proteolitica da forma
precursora (HASILIK, 1992). Esta clivagem se da através de uma autocatilise
(HASILIK et al., 1982; SALMINEN ¢ GOTTESMAN, 1990) ou pela acdo de outras

proteinases (ROWAN et al., 1992).

As catepsinas B, H e L sfo cisteinas proteinases representativas dos lisossomos
de células de mamiferos (KATUNUMA e KOMINAMI, 1983: KIRSCHE et al., 1980
e 1982; UCHIYAMA et al, 1994), que acredita-se terem um importante papel no
metabolismo protéico das células (KOMINAMI et al., 1988; UCHIYAMA et al.,
1994). Essas catepsinas apresentam atividade 6tima em pH 4cido, mas este pH 6timo
pode variar dependendo do substrato e acessibilidade da ligagdo ao peptideo
(KIRSCHE et al., 1980; UCHIYAMA et al., 1994).

Em algumas células endocrinas, estudos imunocitoquimicos demonstraram que
estas enzimas so transferidas da regido trans-Golgi, ndo apenas para os lisossomos,
mas também para grinulos secretores. As catepsinas B e H foram localizadas em
granulos secretores de células produtoras do horménio renina (TAKAHASHI et al.,
1982; UCHIYAMA et al., 1994). Particulamente a catepsina B fo1 co-localizada com
este hormonio nos grinulos secretores de todas as células produtoras de renina ativa,
sugerindo que a catepsina B seja a provavel candidata a ativacdo desse hormdnio
(TAKAHASHI et al., 1982; UCHIYAMA et al,, 1994). Estes autores sugerem ainda
que a expressdo das cisteinas proteinases sejam reguladas de acordo com a
diferenciagio ou especializagio celular.

YOKOTA et al. (1986a,b) detectaram, por “immunobloting”, em extrato
lisossomico de rim de rato, a presenga de catepsina B com dois pesos moleculares
diferentes, 29 kd e 25 kd.



Varios autores sugerem que as cisteinas proteinases, como a catepsina B,
devem ser sintetizadas na forma de pré-enzima inativa no reticulo endoplasmatico
granular de varios tecidos, e convertida em enzima ativa no compartimento lisossdmico
(SEGUNDO et al., 1985; KOMINAMI et al., 1988). Esse processo da conversio
ntracelular da pré-catepsina B (forma inativa) em catepsina B (enzima ativa) necessita
da presenca da catepsina D (NISHIMURA et al., 1988). Outros autores (FELLEISEN e
KLINKERT, 1990; MACH et al., 1994) concluiram que este processo de ativagio da
pro-catepsina B seria um evento autocatalitico.

A catepsina D é uma aspartil proteinase, amplamente distribuida em células
animais, ¢ com um importante papel no processamento ¢ ativa¢iio de outras enzimas

proteoliticas, como a pré-catepsina B, nos lisossomos (NISHIMURA et al., 1988).

A aspartil proteinase catepsina D é muito semelhante & outra aspartil proteinase,
a catepsina E. Ambas sfio proteinases, inibidas por pepstatina e requerem um pH acido
para ativagdo. Apesar de apresentarem sitios ativos semelhantes, estas enzimas sdo
estruturalmente diferentes. Além disso, a catepsina I é uma enzima lisossémica,
enquanto a catepsina E é uma aspartil proteinase ndo lisossdmica (SIMON et al.,
1994).

DELBRUCK et al. (1994), trabalbando com fragdes imuno-isoladas de
organelas pré-lisossomicas, sugeriram que a etapa inicial da agdo proteolitica e a
ativagdo enzimatica da catepsina D, ocorrem nestas organelas, Primeiramente
sintetizada como uma pro-enzima, a pro-catepsina D (46 kDa), é entdo processada para
uma forma com 30 kDa e considerada ativa (ERICKSON ¢ BLOBEL, 1979),

Algumas proteinases, como a catepsina D, provavelmente tém seu sitio
intracelular de ativagdio nos endossomos, como foi identificado em macrofagos
(DIMENT et al., 1988) e células hepaticas (RIINBOUTT et al., 1991). A catepsina D
em macrofagos e células hepaticas parece ser inicialmente sintetizada como um
precursor associado a membrana, que se converte apds a quebra proteolitica para a
forma solivel encontrada nos lisossomos (DIMENT et al., 1988; RIINBOUTT et al.,
1991).

A catepsina D € capaz de degradar tanto proteinas estruturais quanto funcionais,
tais como hemoglobma (IKEDA et al., 1989), soro albumina (IKEDA et al., 1989) e
colageno (HELSETH e VEIS, 1984).
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Além disso, a catepsina D tem sido associada a tumores e metastases de mama
(SPYRATOS et al., 1989; TANDON et al., 1990) e ovario (SCAMBIA et al., 1994),
carcinomas e melanomas (LETO et al, 1992), sendo considerada a proteinase
possivelmente secretada por estas células cancerigenas capaz de degradar matriz
extracelular em pH acido.

Os granulos das CGMs a semelhanga dos granulos das NK devem sofrer um
fenémeno de degranulagio ¢ os seus componentes devem atuar predominantemente no
meio extracelular. Desta forma, € possivel que enzimas da categoria da catepsina B
possam coexistir nos grinulos das CGMs, desempenhando um importante papel na
ativagio ou maturagfio de outros constituintes intragranulares. Da mesma forma, a

enzima catepsina D também poderia ser um constituinte dos gramilos das CGMs, tendo

uma agio sinérgica junto com outras substancias liticas na degradaciio das células alvo.



2. OBJETIVOS
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O presente trabalho teve como objetivos:

* Estabelecer o padrdo morfolégico e a distribuigio das Células Granulosas
Metriais (CGMs) presentes no ambiente uterino, durante os periodos de pré-

placentacdo e placentagdo em camundongos.

* Estabelecer um marcador seletivo, através da histoquimica e citoquimica de
lectinas, para identificar e localizar as Células Granulosas Metriais no ambiente

uterino.

» Determinar, através da imunocitoquimica, a presenca das enzimas catepsinas
D ¢ B nos grinulos das Células Granulosas Metriais e caracterizar uma possivel

subcompartimentalizago lisossdmica destes granulos.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Animais

Camundongos fémeas da linhagem Swiss, procedentes do Centro de Bioterismo
da UNICAMP, com idade entre 12 e 16 semanas, foram acasalados e foi considerado o
primeiro (1°) dia de gestagdo (ddg) aquele em que foi constatada a rolha vaginal.

Quarenta ¢ cinco animais foram divididos e sacrificados no 9°, 11°, 13°, 15° ¢
17° dias de gestagdio (ddg). Em cada um dos dias de gestacdo estabelecidos, utilizamos
trés grupos de trés animais destinados respectivamente para inclusdo em parafina, em
resina epoxi e em resina LR-White.

Cada um dos animais, apés inalagdo de éter etilico, foi laparatomizado e sendo

confirmada a presenga de sitios de implantagdo ou fetos em desenvolvimento, foi

acessada a cavidade toracica. Os animais foram perfundidos, via ventriculo esquerdo,
com 30ml de solugdo fixadora por um periodo de 15 minutos. A drenagem da solugdo
foi obtida pela sec¢io da auricula direita.

Para o processamento de cada grupo foram utilizadas trés solugdes fixadoras
distintas, conforme descrigdo a seguir. Nos materiais destinados & inclus3o em parafina
(grupo 1), a solugdo fixadora utilizada era constituida de paraformaldeido 4% (Sigma
Chemical Co, St. Louis/USA) em tampdo fosfato de s()dio»«salina 0,1M, pH 7,4. J4 os
materiais destinados a inclusdo em resina epdxi (grupo 2), a fixagéo foi realizada por
paraformaldeido 2%, glutaraldeido 1,5% (Ladd Research, Burlington/USA) e sacarose
0,1M em tampdo fosfato de sodio-salina 0,1M, pH 7.4. Os materiais destinados a
inclusio em resina LR-White (grupo 3) foram fixados por paraformaldeido 4% ,
glutaraldeido 0,2% e sacarose 0,1M em tampdo fosfato de sddio-salina 0, 1M, pH 7.4.

Fragmentos de bago também foram coletados simultaneamente para 0s grupos

1, 2 e 3, destinados ao controle das reagdes citoquimicas e imunocitoquimicas.

3.2. Processamento em parafina (grupo 1)

Apos a perfusdo, os cormnos uterinos foram retirados e seccionados da seguinte

maneira: no 9° dia de gestagdo, cada sitio de implantagdo foi seccionado sagitalmente



na regido mediana; nos 11°, 13°, 15° ¢ 17° dias, os botdes placentarios foram isolados e
seccionados da mesma maneira, obtendo-se, entdo, duas metades.

Os fragmentos obtidos permaneceram Imersos na solugdo fixadora, durante 4
horas, foram desidratados em gradiente crescente de etanol, diafanizados e incluidos
em parafina (Histosec-Merck/ RJ).

Cortes de 5pum de espessura foram coletados em ldminas histologicas pré-
tratadas com poli-L-lisina (Sigma Chemical Co, St. Louis/lUSA). Alguns cortes foram
corados em H.E., para analise preliminar quanto ao grau de preservagio ¢ planos de
orientagdo. Somente aqueles materiais cujos cortes foram identificados como sendo

adequados foram processados para analises citoquimicas ¢ imunocitoquimicas.

3.3. Processamento para microscopia eletrnica de transmissao

3.3.1 - Resina epéxi (grupo 2)

Os materiais destinados & analise ao microscopio eletrdnico foram coletados e
processados da seguinte maneira: no 9° ddg, os sitios de implantagio foram retirados
um a um e seccionados sagitalimente na regido mediana, nos dias posteriores, os botdes
placentarios foram retirados, as regides correspondentes glindula metrial foram
isoladas e seccionadas em pequenas fatias de 2 a 3 mm de espessura.

Os fragmentos obtidos permaneceram imersos na solugio fixadora, durante 3

horas, a 4° C. Ap6s este periodo passaram pelas seguintes etapas:

1. lavagem em tampéo fosfato-salina 0,1M, pH 7,4 durante 30 min a 4°C;

2. pos-fixagdo em solugdo de tetroxido de osmio a 1% (Ladd Research,
Burlington/USA) em tampao fosfato-salina 0,1M, pH 7,4 durante 1 h a 4°C;

3. lavagem em tamp&o fosfato-salina 0,1M, pH 7,4 durante 30 min a 4°C;

4. desidratagdo em gradiente crescente de etanol (70, 80, 95 ¢ 100%) durante 30 min
cada;

5. embebicio em mistura de etanol ¢ 6xido de propileno (Aldrich Chemical Co/USA)

na proporgdo 1:1 durante 30 minutos, éxido de propileno puro durante 30 minutos €
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mistura de oOxido de propileno e resina Epon 812 (Polysciences/Warrington) na
proporgio 1:1 durante 1 hora;
6. embebi¢do em resina pura durante 12 horas;

7. inclusiio e polimerizagéo a 60° C durante 48 h.

Cortes semifinos de aproximadamente 0,5 um foram obtidos em ultramicrétomo
Porter Blum MT2 ( Sorvall ) e corados em solugdo de Azul de toluidina 0,5% em
borato de sodio, com a finalidade de definir a 4rea de interesse.

Os cortes ultrafinos de coloragdo cinza-prateado, foram obtidos no mesmo
ultramicrétomo, coletados em telas de cobre e contrastados com acetato de uranila

(Riedel-de Haen, Hannover/Republica Federal da Alemanha) a 2%, durante 20
minutos e citrato de chumbo (Ecibra/SP) a 0,5%, durante 5 minutos. As observagdes

foram realizadas em microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss EM 98, Philips EM
400 e Jeol 100 CX IL

3.3.2 - Resina LR-White (grupo 3)

Os fragmentos destinados a esta técnica foram obtidos da mesma forma
descrita para técnica da resina epdxi. Estes fragmentos permaneceram 1mersos na
solugdo fixadora (grupo 3), durante 1 hora, a 4° C. Apbos este periodo passaram pelas

seguintes etapas:

1. lavagem em tampéo fosfato-salina 0,05M, pH 7,4, 3 x 15 min a 4°C;

2. lavagem em glicina (Merck/Darmstadt) 0,1M durante 1h a 4°C;

3. lavagem em tampdo fosfato-salina 0,05M, pH 7 4 .3 x 15 min a 4°C;

4. desidrataciio em gradiente crescente de N-N dimetilformamida 50, 70, 80, 90 e
100% (Merck/RJ) durante 30 min cada, a 4°C;

5. embebigio em mistura de N-N dimetilformamida e resina LR-White (Medmum
Grade-Ladd Research, Burlington/USA) nas proporgdes de 1:1 e 1:2 durante 1 h cada,
e resina pura a -20°C;

6. embebigio em resina pura durante 12 h a -20° C;

7. inclusdo em capsulas “beem” de fundo chato e polimerizagdo induzida com luz

ultravioleta (15 Watts) a -20° C por 48 h.



Cortes semifinos de aproximadamente 0,5 pm foram obtidos em ultramicrétomo
Porter Blum MT2 (Sorvall) e corados em solugdo de Azul de toluidina 0,5%.

Uma vez definida a area de interesse, cortes ultrafinos de coloragdo dourada

foram obtidos no mesmo ultramicrétomo e coletados em telas de niquel.

3.4. Reacdes histoquimicas

3.4.1. PAS

Cortes de parafina de cada um dos dias de gestaglio foram desparafinizados,

hidratados e submetidos & técnica de PAS, com as seguintes variagdes:

« Tratamento prévie com amilase: 5 ml de amilase (Fungamy! Ultra S,
AFVU012/Novo Nordisk Bioindustrial do Brasil Ltda.) em 95 ml de agua destilada,

durante 30 min, a 37° C.

« Tratamento prévio com desoxicolato de sddio: desoxicolato de sodio

(Fisher Scientific Co/New Jersey) a 2%, em agua destilada, durante 2 horas, a 47° C.
Apbs o tratamento, foram processados conforme as etapas a seguir:

1. lavagem em 4gua destilada;

2. oxidagio com 4cido periddico (Merck/Darmstadt) 0,5% durante 10 min;
3. lavagem em agua destilada durante 5 min;

4. reativo de Schiff durante 9 min no escuro;

5. lavagem rapida em agua destilada;

6. lavagem em bissulfito de sdio 0,5% ( Reagen/RJ ) durante 9 min,



Os cortes foram, entdo, lavados em 4gua destilada, contracorados com
hematoxilina de Harris (Merck/Darmstadt) durante um minuto e processados para

montagem permanente com balsamo sintético-Entellan (Merck/Darmstadt).

3.4.2. Lectina DBA

Para a histoquimica de lectinas, foi utilizada a lectina Dolichos biflorus (DBA)
conjugada com biotina (Wako Chemical Co/Japdo).

Cortes de parafina de cada um dos dias de gestagdio, foram desparafinizados e

submetidos a histoquimica de lectinas, passando pelas seguintes etapas:

1. lavagem em tampéo fosfato-salina 0,1M, pH 7,4 durante 15 min;

) tratamento com tampdo fosfato-salina 0,02M, pH 7.4 contendo perdxido de
hidrogénio a 0,3 % (Merck), durante 30 min, a temperatura ambiente;

3. lavagem em tampdo fosfato-salina 0,02M, pH 7,4 durante 15 min;

4. tratamento com tampdo fosfato-salina (PBS) 0,IM, pH 7.4 contendo 1% de
Albumina Sérica Bovina (BSA - Sigma Tipo V, St. Louis/USA), durante 30 min, a
temperatura ambiente;

5. incubagdio com a lectina DBA, diluida em PBS/BSA 1% na proporgdo 1:100,
durante 12 horas, em caAmara Gmida, a 4°C;

6. lavagem em tampéo fosfato-salina 0,02M, pH 7,4;

7. incubagdo com o conjugado Avidina-Peroxidase (Sigma Chemical Co, St.
Louis/USA) diluido em PBS/BSA 1% na proporgo 1: 1000, durante 1 hora, em cAmara
timida, 4 temperatura ambiente;

8. lavagem em tampéo fosfato-salina 0,02M, pH 7.4;

9. lavagem em tampdo tris fosfato-salina 0,02M, pH 7.4;

10. revelagdo com diaminobenzidina (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA ) em tampao
tris fosfato-salina 0,02M, pH 7.4 e peréxido de hidrogénio a 0,3% (Merck);

11. coloragio com hematoxilina de Harris (Merck/Darmstadt) durante 1 min €

montagem permanente com balsamo sintético-Entellan (Merck/Darmstadt).



O controle para especificidade da lectina DBA foi obtido adicionando-se seu
agicar inibidor (N-Acetil Galactosamina 0,1 M) durante a incubagdo da mesma e, para

o conjugado avidina-peroxidase, excluindo-se a lectina durante a incubagdo.

3.5. Reacio citoquimica da lectina DBA

Cortes ultrafinos de LR-White coletados em telas de niquel foram submetidos a

citoquimica de lectinas, conforme as etapas a seguir:

1. tratamento com TBS/BSA 1%, pH 6,8, durante 1 h a temperatura ambiente;

2. incubagiio com a lectina DBA, diluida em TBS/BSA 1%, pH 6.8, na propor¢do
1:100, 12 horas em camara (umida, a 4° C;

3. lavagem com TBS 0,02 M, pH 7.4,

4. incubagfio com streptoavidina-ouro de (5 nm), diluida em TBS/BSA 1%, pH 7.4,
na propor¢do de 1:50, durante 45 min, a temperatura ambiente;

5. lavagem em agua Milli-Q.

Os cortes foram contrastados com acetato de uranila (Riedel-de Haen,
Hannover/Alemanha) a 2%, durante 5 minutos e citrato de chumbo (Ecibra/SP) a
0,5%, durante 30 segundos e revestidos por uma fina camada de carbono.

As observagles foram realizadas em microscopio eletrénico Zeiss EM 95,

Philips EM 400 ou Jeol 100 CX IL

3.6. Reacdo imunoistoquimica

Na reagfio imunoistoquimica para as enzimas catepsina D ¢ B, cortes de
parafina de cada um dos dias de gestacdo foram desparafinizados, hidratados ¢

processados conforme as etapas a seguir:



1. incubagdo em tampdo citrato (Synth/SP) 0,01 M pH 6,0, em forno de microondas
(PANASONIC-NN7809BH), em poténcia maxima, durante 5 min;

2. lavagem em tamp#o fosfato-salina 0,1M, pH 7,4 durante 5 min;

3. tratamento com tampdo fosfato-salina 0,1M, pH 7,4 contendo peréxido de
hidrogénio a 0,3 % (Merck) durante 30 min, a temperatura ambiente;

4. lavagem em tampdo fosfato-salina 0,1M, pH 7,4 durante 5 min;

5. tratamento com PBS/BSA 1% durante 30 min, a temperatura ambiente;

6. incubag@o com anticorpo primario anticatepsina D (*) ou anticatepsina B (*) diluido
em PBS/BSA 1%, na proporgdo 1:250, durante 12 horas, em cdmara umida, a 4°C;

7. lavagem em tampdo fosfato-salina 0,1M, pH 7,4;

8. ‘iavagem em tampdo tris fosfato-salina 0,1M, pH 7.4,

9. incubaciio com anticorpo secundario, anti-Ig G de coelho obtido em cabra (Nordic
Immunology, Tilburg/Netherlands) diluido em PBS/BSA 1%, pH 7.4, na proporgio
1:500, durante 45 min, em cimara {imida, 4 temperatura ambiente;

10. lavagem em tampdo tris fosfato-salina 0,1M, pH 7.4;

11. incubacdo com o conjugado peroxidase-antiperoxidase (R/PAP - Nordic
[mmunology, Tilburg /Netherlands) diluido em PBS/BSA 1%, pH 7.4, na proporgdo
1:500, durante 45 min, em camara Umida, & temperatura ambiente;

12. lavagem em tampdo tris fosfato-salina 0,1M, pH 7,4;

13. revelagio com diaminobenzidina (Sigma Chemical Co, St. Louis/lUSA) em tampéo
tris fosfato-salina 0,1M, pH 7,4 e perdxido de hidrogénio a 0,3% (Merck);

14. contracoloragio com hematoxilina de Harris (Merck/Darmstadt) durante 1 min €

montagem permanente com bélsamo sintético-Entellan (Merck/Darmstadt).

Os cortes de bago foram processados da mesma maneira e utilizado como
controle positivo.
Como controle negativo, foi excluida a etapa de incubagdio com o anticorpo

primario.

* anticorpos primarios cedidos pelo Prof. Dr. Sadaki Yokota da Yamanashi School of
Medicine, Yamanashi, Japdo.
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3.7. Rea¢io imunocitoquimica

Na reac@io imunocitoquimica para as enzimas catepsina D e B, cortes ultrafinos

de LR-White, coletados em telas de niquel, passaram pelas seguintes etapas:

1. tratamento com PBS/BSA 1%, durante 1 hora, 4 temperatura ambiente;

2. incubaglio com o anticorpo primario anticatepsina D(*) ou anticatepsina B (*),
diluido em PBS/BSA 1%, na propor¢io de 1:500, durante 12 horas, em cémara amida,
a 4°C;

3. lavagem em PBS 0,02M, pH 7.4,

4. incubagio com proteina-A ouro (15 nm), diluida em PBS/BSA 1%, pH 7.4, na

proporgio de 1:50, durante 45 min, & temperatura ambiente;
5. lavagem em agua Milli-Q.

No processamento para a anticatepsina B, o tratamento com PBS/BSA e a
incubaglio com o anticorpo primario foram realizados em pH 82 Ja para a
anticatepsina D, o pH utilizado foi 7,4.

Os cortes foram contrastados com acetato de uranila a 2%, durante 5 minutos €
citrato de chumbo a 0,5%, durante 30 segundos e revestidos por uma fina camada de
carbono.

As observagdes foram realizadas em microscopio eletrdnico Zeiss EM 98,

Philips EM 400 ou Jeol 100 CX 1L

* anticorpos primarios cedidos pelo Prof. Dr. Sadaki Yokota da Yamanashi School of
Medicine, Yamanashi, Japo.



4. RESULTADOS
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4.1. Anilise morfolégica em microscopia fotonica

Cortes de parafina corados com hematoxilina-cosina ¢ PAS-hematoxilina foram
utilizados para o estudo da morfologia das Células Granulosas Metriais (CGMs), nos
diferentes dias de gestagdo.

As CGMs foram identificadas pela sua forma usualmente arredondada ou
ovoide, nucleo esférico, geralmente deslocado para periferia da célula, com nucléolo
evidente. Foram encontradas algumas células binucleadas e¢ outras em divisfio. O
citoplasma geralmente apresentou-se pouco corado com contetdo variavel de granulos
intracitoplasmaticos eosinofilicos. Este padrdo morfoloégico foi considerado o mais

caracteristico ¢ aqui denominado como sendo o tipo 1 (Fig. 1). Além deste tipo, de

acordo com a variagio do tamanho e conteido de grinulos intracitoplasmaticos,

classificamos as CGMs em t1€s outros tipos:

» Tipo 2 - células maiores, repletas de granulos, porém com citoplasma mais claro
devido 2 extragio de seu conteudo (Fig.1).

» Tipo 3 - células esféricas, menores que as do tipo 1, com menor namero de granulos
e citoplasma baséfilo. O seu nicleo apresentava-se esférico, menor que o do tipo 1,
porém o padriio de condensagfio cromatinica era semelhante ao do tipo 1. Notou-se
ainda a presenga de um halo claro definindo o limite de cada célula, junto as demais
células do estroma uterino (Fig. 2).

+ Tipo 4 - células pequenas, semelhantes as do tipo 3 quanto ao aspecto do niicleo e
basofilia citoplasmatica, apresentando também contorno celular definido por um halo,

mas destituidas de granulos intracitoplasmaticos (Fig. 2).

As CGMs dos tipos 1, 2 e 3 apresentaram granulos intensamente PAS positivos,
facilitando a identifica¢do nos preparados histoldgicos. Positividade difusa também foi
observada no citoplasama nas células dos tipos 1, 2 € 3.

Outras células, tais como o espongiotrofoblasto e células deciduais maduras,
também mostraram reatividade difusa no citoplasma.

Nos cortes histoldgicos, que foram tratados previamente com amilase, a

reatividade citoplasmatica ficou restrita aos granulos intracitoplasmaticos das CGMs



(Fig. 3). As outras c€lulas, antes PAS positivas, também perderam reatividade ao PAS
apos tratamento com amilase. JA nos materiais tratados com desoxicolato de sddio,
quando comparadas aos de PAS, ndo foram constatadas diferengas significativas de
intensidade na reagdo (Fig. 4), ou mesmo com as demais células endometriais.

Sendo assim, as analises primarias para a identificagéio, descrigdo ¢ localizagéo

das CGMs no utero foram baseadas nos cortes submetidos a reacéio de amilase/PAS.

- 9° dia de gestacdo:

Neste estagio a regiio mesometrial apresentava, logo abaixo do miométrio, uma
espessa camada de estroma ndo decidualizado. Apds esta camada, observamos células

endometriais decidualizadas, entremeadas por vasos sanguineos dilatados, até as
proximidades do embrido (Fig. 3).

Células granulosas dos tipos 1 ¢ 3, PAS positivas, foram encontradas por toda
porgio decidualizada da regifio mesometrial, desde as proximidades do embrido, até a
porgdo niio decidualizada. Na porgio nio decidualizada, mais préxima ao miométrio,
além de células do tipo 1, foram encontradas também células dos tipos 3 e 4 (Fig. 2).
Células do tipo 2 foram encontradas em menor proporgdo na area proxima ao embrido.

Foram encontradas muitas CGMs em processo de mitose (Fig. 6) e algumas
células também na luz dos vasos sanguineos.

Chamou a atengio a presenca freqiiente de vasos sanguineos apresentando
endotélio alto (Fig. 2).

O endométrio da regido antimesometrial encontrava-se quase que totalmente
decidualizado, e apenas uma delgada porgio de células ndo decidualizadas era vista
proximo ao miométrio (Fig. 5). Nesta porgfio, junto as células ndo decidualizadas,
foram encontrados grupos de células com granulos PAS positivos, amilase resistentes,
cuja morfologia ndo era compativel com qualquer tipo das CGMs. Estas células
apresentavam-se globosas, de tamanho irregular, freqiientemente binucleadas, com
cromatina pouco condensada e nucléolo pouco evidente, assemethando-se as células da

decidua madura (Fig. 7).
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-11° dia de gestagio:

Concomitantemente ao aumento no volume do atero, verificou-se que na regifo
mesometrial, as células decidualizadas formaram traves espessas entremeadas pelos
vasos sanguineos maternos dilatados. Células trofoblasticas gigantes (CTGs)
apareceram dispostas em uma ou mais camadas fazendo a interface materno-fetal com
as traves de células deciduais. Abaixo delas, voltadas para o feto em desenvolvimento,
foram vistas células trofoblasticas indiferenciadas da placenta fetal em formagio.

As CGMs  apresentaram-se distribuidas pela porgdo decidualizada e ndo
decidualizada do endométrio, concentrando-se na por¢io mediana do botdo placentério

em formagdo. Na regido ndo decidualizada, proxima ou junto ao miométrio, foram

encontradas células dos tipos 3 e 4. Na transi¢3o da regifio decidualizada para a nio
decidualizada, foram encontradas predominantemente, células do tipo 1, algumas delas
binucleadas. Com freqii€ncia estas células estavam presentes na luz dos vasos
sanguineos ¢ outras eram vistas inseridas na parede dos mesmos (Fig. 8). Vasos
sanguineos de endotélio alto estavam presentes nestas regides (Fig. 8). Entre as células
decidualizadas, proximas & interface fetal, foram encontradas CGMs do tipo 2.

Neste estdgio, com o crescimento do embrido, verifica-se um substancial
adelgacamento da parede lateral do endométrio na sua porgdio antimesometrial onde
ndio foram encontradas CGMs. Sendo assim, a partir do 11° ddg, esta porgéo do

endométrio foi removida durante o processamento.

-13° dia de gestacio:

Neste estagio a placenta ja apresentava forma discoide tipica e todas as camadas
trofoblasticas da porgdo fetal estavam bem definidas. Na por¢fio mais periférica do
endométrio, proxima ao miométrio, foi observada uma regiio, que freqiientemente
rompia durante a preparagio do material, caracterizando uma fragilidade tecidual
localizada. Nesta regifio, além das células deciduais, estava presente uma grande
quantidade de CGMs do tipo 1.

Neste estagio, embora as CGMs estivessem presentes em todo o endométrio,

verificou-se a tendéncia do acamulo destas células na area central do botdo
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placentario. A maioria das CGMs do tipo 1 presentes na regifo decidualizada,
apresentou granulos individualizados, PAS positivos, mas com intensidade variavel de
reaglo. Verificou-se ainda, além de células do tipo 1, uma maior frequéncia de células
do tipo 2, principalmente proximas a interface materno-fetal (Fig. 9). Células do tipo 3
e 4 foram observadas no estroma ndo decidualizado, préximo ao miométrio e no
interior desta camada.

As imagens de CGMs do tipo 1 presentes na luz dos vasos, e/ou inseridas nas
paredes dos mesmos, tornaram-se mais fregiientes. Os vasos sanguineos de endotélio
alto ainda foram observados.

A partir desse estdgio, vasos sanguineos dilatados artefatualmente foram

encontrados na porgio materna da placenta, proximo ao miométrio, devido a pressio

necessaria exercida durante a perfusio da solugdo fixadora.

-15° dia de gestacio:

Neste estagio, o endométrio apresentava-se¢ menos espesso, ¢ fot freqiiente o
rompimento da regifio proxima ao miométrio, ja descrita no estagio anterior. A
placenta fetal, bastante desenvolvida, apresentava a camada labirintica mais espessa.
As células do espongiotrofoblasto, assim como as CTGs na mterface com o tecido
materno, mostraram-se bem mais definidas.

O acamulo de CGMs dos tipos 1 e 2 na porgdo central era evidente, com
aparente aumento no numero das células do tipo 2 (Fig. 10). Foram esporadicas as
células presentes nas bordas do botdo placentario (Fig. 11). Um naumero reduzido de
CGMs do tipo 3 foi encontrado na regifio junto ao miométrio, onde algumas células
apareceram bem proximas ou inseridas nas paredes dos vasos sanguineos. Os vasos
sanguineos de endotélio alto ainda eram observados, e ocasionalmente CGMs foram
encontradas em sua luz (Fig. 10). Células do tipo 4 foram observadas no miométrio,

mas nio mais no endométrio.



-17° dia de gestacio:

Neste estagio a placenta ja é considerada totalmente madura. A porgdo materna
estava bastante reduzida, constituida principalmente por um grande nimero de CGMs
dos tipos 1 € 2, acumuladas na porgéo central do botdo placentario, bem préximo ao
miométrio. Muitas CGMs foram observadas em contato com as paredes dos vasos de
endotélio alto desta regifio. Algumas estavam protuberantes na luz dos vasos ou ainda
no interior destes. Uma ou outra CGM foram encontradas nas bordas laterais do botéo
placentario.

Células do tipo 3 e 4 praticamente ndo foram observadas.

A regido de rompimento descrita nos estdgios anteriores era freqgiiente ¢ a

preservagio da integridade deste tecido, neste estagio, era bastante dificil.

4.2. Anilise ulfra-estrutural

O estudo ultra-estrutural foi focalizado nas CGMs do tipo 1, visando a
identifica¢do e caracterizagio dos granulos citoplasmaticos como base para a analise
das reacdes citoquimicas e imunocitoquimicas na microscopia eletronica.

As CGMs apresentaram citoplasma repleto de granulos ¢ uma grande
quantidade de organelas envolvidas por membrana (Figs. 12, 13 e 14). Muitas dessas
células apresentaram uma grande quantidade de proje¢des citoplasmaticas irregulares
(Fig. 14).

Chamou-nos a atengio que as organelas envolvidas por membranas, bem como
os granulos encontravam-se sempre concentrados em uma area central da célula
proximo ao nicleo (Figs. 12 e 13). A disposi¢iio preferencial destas organelas
segregava uma area periférica na célula, com menor densidade de organelas, mas
ocupada por polissomos livres e granulos de glicogénio (Figs. 12 e 14).

Numerosas mitocondrias com projegdes tubulares da membrana interna,
microvesiculas e vesiculas revestidas (“coated vesicles”) foram observadas na regido

do complexo de Golgt, que se apresentou bastante desenvolvido (Fig. 13). Cisternas de



reticulo endoplasmatico granular de extensdes variaveis foram evidentes (Figs. 12, 13
e 14) e ocasionalmente, cisternas mais dilatadas foram vistas préximas aos granulos.
Em sua grande maioria, os granulos das CGMs (Figs. 12, 13, 14 e 15)
apresentavam forma esférica, porém foram vistos alguns com contorno irregular. Estes
granulos variavam tanto em tamanho quanto em eletrodensidade. A varia¢dio na
eletrodensidade destes granulos levava ao estabelecimento de duas 4reas bem
definidas: uma central maior, de densidade uniforme e periférica, mais eletrodensa. A
area periférica ocupava todo o perimetro do grinulo, ou formava um capuz (“cap”)
eletrondenso bem evidente. Esta area mais eletrodensa era ocupada por estruturas
membranosas microvesiculares ou tubulares, imersas em uma matriz homogénea (Figs.

13 e 15). Ocasionalmente, foram encontrados nessa regido pequenos arranjos

cristalinos (Fig. 15).

Nenhuma forma de juncdo intercelular foi identificada entre as CGMs ou destas
com outros tipos celulares.

Além das células aqui classificadas como do tipo 1, também encontramos
células cujo citoplasma apresentava menor nimero de grinulos e células com
citoplasma de aspecto extraido, onde na periferia celular havia um predominio de
granulos de glicogénio. Neste altimo tipo celular, goticulas de lipidios também foram
observadas. Mas em todo material analisado, em nenhum momento foi observada uma

célula em processo de degranulacéo.

4.3. Analise histoquimica da lectina DBA

A reagdo da lectina DBA foi considerada positiva quando, ao nivel do
microscopia fotdnica, observou-se a presenga de uma coloragdo acastanhada, devido
ao precipitado da diaminobenzidina (Figs. 16, 18 ¢ 19) e nos controles correspondentes
a auséncia deste (Fig. 17).

Em todos os dias analisados, foi detectada reagio positiva de diferentes
intensidades no interior do citoplasma das CGMs do tipo 1 e 2, fregiientemente
delineando os grinulos, e na periferia das CGMs (Figs. 16, 18 ¢ 19). As células dos

tipos 3 e 4 (Fig. 18), presentes proximas ao miométrio no 9° e 11° ddg, apresentaram



superficie celular lectina-DBA positiva ¢ os granulos, quando presentes, também
apresentaram-se lectina-DBA positivos.

Das células presentes no endométrio da regido mesometrial, apenas as CGMs
apresentaram positividade para lectina DBA. No entanto, também mostraram
reatividade a lectina DBA, algumas células endoteliais que revestem pequenos vasos
encontrados no miométrio e no estroma ndo decidualizado (Figs. 18 e 19). Esta
seletividade na marcaciio facilitou a identificacdo e a localizagdo das CGMs no
ambiente uterino ao longo dos diferentes dias da gestacdo. Da mesma forma, a
localizagdo e a distribuicdo das células lectina-DBA positivas coincidiram na sua
grande maioria com aquelas observadas pela técnica de PAS (Fig. 19). A excegéio foi

observada nas células endometriais contendo granulos PAS positivos encontradas na

regido antimesometrial no 9° dia de gestagio (Fig. 7), as quais ndo apresentaram
marcagio pela lectina DBA (Fig. 20).

Nos controles, onde no houve incubagio com lectina, ou quando a lectina foi
incubada junto com seu agucar inmibidor (N-acetilgalactosamina) constatou-se a

auséncia da reagéio (Fig. 17).

4.4. Analise citoquimica da lectina DBA

A citoquimica da lectina DBA ao nivel ultra-estruturai foi revelada com
estreptoavidina-ouro (5 nm). As particulas de ouro estavam distribuidas sobre os
granulos das CGMSs, tanto na area central homogénea quanto nos “caps” (Figs. 21 e
22). Observou-se variagdo na intensidade desta marcagdo entre os grianulos de uma
mesma célula.

Além dos granulos, a membrana plasmatica das CGMs também apresentou

marcagdo bem definida (Figs. 22 ¢ 23).



4.5. Anilise imunoistoquimica

A reag¢do imunoistoquimica para as enzimas catepsina B ¢ D foi considerada
positiva quando, ao nivel da microscopia fotdnica, observou-se a presenca de depdsito
acastanhado da diaminobenzidina no interior das células estudadas (Figs. 24, 25 e 26).
Nos controles negativos correspondentes, onde ndo houve incubagdo com os
anticorpos, este precipitado estava ausente.

A reagdio com o anticorpo anticatepsina D foi detectada no interior das CGMs,
tipos 1, 2 e 3, em todos os dias de gestag8o analisados (Fig. 24 e 25). Maior
intensidade de imunomarcacdo foi observada usualmente na periferia dos grénulos
(Fig. 25).

Em todos os dias analisados, as CGMs mostraram reagdo positiva para
anticatepsina B (Fig. 26). O padrio de imunomarcagdo foi semelhante ao da
anticatepsina D, porém sempre com menor intensidade.

Os controles positivos realizados com cortes histologicos de bago demonstraram
reagdio positiva nas células reticulo-endoteliais, tanto para anticatepsina D (Fig. 27),

quanto para anticatepsina B, tendo este Gltimo sempre apresentado menor intensidade.

4.6. Analise imunocitoquimica

A imunocitoquimica ao nivel ultra-estrutural foi revelada com a técnica da
proteina A-ouro (15nm). Para anticatepsina D, as particulas de ouro foram encontradas
predominantemente nos “caps” dos granulos das CGMs (Fig. 28 e 29). A incidéncia de
raras particulas de ouro encontradas nas areas centrais homogéneas dos granulos foram
comparaveis as da marcacgo especifica (“background”).

Para a anticatepsina B, as particulas de ouro também foram encontradas na

regido do “cap”, porém esta marcagdo néo foi significativa.
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Figura 1 - Fotomicrografia do endométrio decidualizado em 4rea proxima a

placenta fetal. Observar tipicas CGMs do tipo 1 (setas) com citoplasma
repleto de granulos PAS positivos e CGMs do tipo 2 (cabegas de seta) com
o citoplasma de aspecto extraido, do 13° ddg. PAS, hematoxilina, 640x.

Figura 2 - Fotomicrografia de uma 4rea ndo decidualizada do endométrio da
regido mesometrial do sitio de implantagio do 9°ddg. Notar na metade
superior da foto as CGMs do tipo 3 (setas), pequenas e arredondadas, com
um halo claro periférico e menor nimero de granulos intracitoplasmaticos
PAS positivos e as CGMs do tipo 4 (cabegas de seta), também arredondadas
e definidas pelo halo claro, apresentam o citoplasma baséfilo, sem granulos
intracitoplasmaticos evidentes. Vasos sanguineos revestidos de células

endoteliais protuberantes (*). PAS, hematoxolina, 320x..

Figura 3 - Fotomicrografia da regifio mesometrial do 11° ddg, mostrando a
a¢do do tratamento prévio da amilase na reagdo de PAS. Notar a reducdo de
intensidade da reagdio de PAS no citoplasma das CGMs do tipo 1 (setas) e

do tipo 3 (cabegas de setas), e mantida nos grinulos. Notar a presenga do

halo claro ao redor das CGMs tipo 3. Amilase, PAS, hematoxilina, 640x.

Figura 4 - Fotomicrografia de 11° ddg, mostrando material previamente
tratado com desoxicolato de sodio seguido de reagdio PAS. Notar CGMs
(setas) com granulos e citoplasma PAS positivos sem alteragdo significativa

da intensidade da reagdo. Desoxicolato de sodio, PAS, hematoxilina, 320x.
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Figura S - Fotomicrografia de uma vista panordmica do sitio de implantagdo do 9° ddg.
Embrido (¥), regido mesometrial (M), regido antimesometrial (AM), camadas do miométrio

(cabegas de seta). PAS, hematoxilina, 40x.

Figura 6 - Detalhe da regido mesometrial do sitio de implantagio do 9°ddg mostrando a
distribuicdo das CGMs/PAS positivas e amilase resistentes, no endométrio. Cabecas de
seta indicam CGMs em figura de mitose. Luz uterina (*). Amilase, PAS, hematoxilina,
320x.

Figura 7 - Detalhe da regido antimesometrial do 9° ddg. Observar células com contetido
granular citoplasmatico PAS positivo e amilase resistentes (setas), junto as demais células
decidualizadas. Area do estroma uterino ndo decidualizada (*). Amilase, PAS,

hematoxilina, 320x.

Figura 8 - Fotomicrografia da regido mesometrial do 11° ddg. Setas indicam CGMs inseridas
na parede dos vasos sanguineos € na luz dos mesmos (*). Notar o endotélio saliente dos
vasos. Canto superior direito mostra porgdo ndo decidualizada do endométrio, proxima ao

miomeétrio. PAS, hematoxilina, 320x.

Figura 9 - Fotomicrografia da regido do endométrio proxima a porgdo fetal da placenta de
13° ddg, mostrando em detalie CGMs do tipo 2 na interface materno-fetal (setas) e

proximas as células trofoblasticas gigantes (*). PAS, hematoxilina, 640x.

Figura 10 - Fotomicrografia da placenta de 15° ddg mostrando as CGMSs/PAS positivas

acumuladas na porgdo mediana da regido mesometrial. Observar o predominio de CGMs
do tipo 2 (setas), apresentando areas de extragdo citoplasmaticas. Vasos sanguineos de

endotélio alto (*). PAS, hematoxilina, 320x.

Figura 11 - Fotomicrografia da placenta de 15° ddg, mostrando regido da borda lateral do botio
placentario. As células trofoblasticas gigantes (CTGs) estdo acumuladas nesta area, enquanto
as CGMs sdo raras. Observar CGMs (setas) localizadas na camada do labirinto da placenta e
as células de glicogénio (PAS positivas) na camada do espongiotrofoblasto (cabegas de seta).
PAS, hematoxilina, 160x.






Figura 12 - Micrografia eletronica de uma CGM no 9° ddg. Aspecto ultra-
estrutural dos granulos de tamanhos e eletrondensidades diferentes(*).
Notar o nucleo com cromatina pouco condensada (N) e o actimulo de
organelas envolvidos por membrana proximas a este niicleo. Reticulo
endoplasmatico granular (R), complexo de Golgi (G) e mitocondrias (M).
Eletromicrografia 11950x.

Figura 13 - Maior aumento da CGM mostrada na eletromicrografia anterior,
apresentando area do citoplasma rica em organelas. Observar os granulos,
com o predominio da area homogénea (*) e 4reas periféricas ocupadas com
estruturas mais eletrodensas, constituindo os “caps” (setas). Notar a
presenga de pequenas vesiculas (cabegas de seta) préximas ao complexo de
Golgi (G). Mitocondrias com cristas tubulares (M). Centriolo ©).

Eletromicrografia 34950x.
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Figura 14 - Ultra-estrutura de uma CGM no 13° ddg. Observar o acamulo de
organelas envoltos por membrana, tendo ao centro o centriolo (seta). Na
regido periférica notar as proje¢des citoplasmaticas espessas, contendo
granulos de glicogénio (g). Notar os granulos de diferentes tamanhos e
eletrodensidades (*) com “caps” evidentes. Reticulo endoplasmatico
granular (R). Complexo de Golgi (G). Mitocondrias (M). Projegdes

citoplasmaticas de células endometriais (En). Eletromicrografia 7500x.

Figura 15 - Micrografia eletrénica mostrando detalhe dos granulos com a
organizagdo dos “caps” (setas), constituidos de estruturas microvesiculares
e tubulares revestidas por membrana. Estruturas em arranjo cristalino sio
observadas ocasionalmente junto aos “caps” (*). Cabecas de seta indicam

reticulo endoplasmatico granular. Eletromicrografia 48750x.
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Figura 16 - Fotomicrografia de placenta no 15° ddg, mostrando o padrio de
reatividade da lectina DBA. Notar a deposi¢do da diaminobenzidina no
citoplasma, contornando os granulos e periferia celular das CGMs (setas).

Lectina DBA/diaminobenzidina, hematoxilina, 640x.

Figura 17 - Fotomicrografia de placenta no 15° ddg. Reacgdo controle com
incubagéo da lectina DBA e seu agiicar inibidor. Notar a inibigdo completa
da reagio nas CGMs (setas). Lectina DBA/ diaminobenzidina,

hematoxilina, 320x.

Figura 18 - Fotomicrografia da regio mesometrial no 9° ddg mostrando a
marcagdo da lectina DBA nas CGMs do tipo 3 (setas) e tipo 4 (cabegas de
seta). Notar a reagdo positiva na superficie das CGMs do tipo 4. Lectina

DBA/diaminobenzidina, hematoxilina, 160x.

Figura 19 - Fotomicrografia da regidio mesometrial no 9°ddg mostrando que as

CGMs lectina-DBA positivas se acumulam nesta regido, definindo o

tridngulo mesometrial. Setas indicam o miométrio. Vasos sanguineos (V).

Luz uterina (cabeca de seta). Lectina DBA/diaminobenzidina, hematoxilina,
80x.

Figura 20 - Fotomicrografia da regidio antimesometrial do sitio de implantagédo
no 9° ddg. Notar auséncia de reagdo para lectina-DBA nas células do
endométrio decidualizado. Lectina DBA/ diaminobenzidina, hematoxilina,
160x.
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Figura 21 - Citoquimica ultra-estrutural com a lectina DBA, revelada pela
estreptoavidina-ouro (Snm). Observar as particulas de ouro distribuidas na

matriz e na regido do “cap” dos granulos (setas). Eletromicrografia 37850x.

Figura 22 - Citoquimica com a lectina DBA. Notar as particulas de ouro nos
granulos das CGMs (*) e na superficie da célula (cabegas de seta). Observar
a auséncia de marcagdo na célula endometrial (En). Eletromicrografia
33100x.

Figura 23 - Marcagdo especifica da lectina DBA na superficie de duas CGMs
(cabegas de seta). Eletromicrografia 35000x.
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Figura 24 - Fotomicrografia da regiio mesometrial no 9° ddg. Reagdo
imunocitoquimica para anti-catepsina D mostrando a distribui¢do das
CGMs catepsinas D positivas (cabegas de seta). Embrido (*).

Imunoperoxidase/diaminobenzidina, hematoxilina, 80x.

Figura 25 - Maior aumento da fotomicrografia anterior, mostrando detalhe da
positividlade nas CGMs. Notar a reagdo positiva localizada
preferencialmente na periferia dos granulos.

Imunoperoxidase/diaminobenzidina, hematoxilina. Fotomicrografia 640x.

Figura 26 - Reago imunocitoquimica para anticatepsina B. Observar a reago
restrita as CGMs (setas) presentes na regido mesometrial no 9° ddg. Notar
menor intensidade de reagéio, quando comparada com a anticatepsina D
(figura anterior). Imunoperoxidase/diaminobenzidina, hematoxilina.

Fotomicrografia 640x.

Figura 27 - Reagdo controle para anticatepsina D em bago. A reagdo positiva é
observada nas células reticulo-endoteliais (setas).

Imunoperoxidase/diaminobenzidina, hematoxilina. Fotomicrografia 640x.
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Figura 28 e 29 - Imunomarcagfo para anticatepsina D, revelada pela proteina
A-ouro (15nm). Observar as particulas de ouro localizadas
predominantemente nas areas ocupadas pelos “caps” dos granulos das
CGMs (setas). Eletromicrografia 37850x.
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6. DISCUSSAO
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As Células Granulosas Metriais (CGMs) encontradas em uteros de roedores
prenhes, receberam esssa denominagdo devido A sua caracteristica morfologica mais
evidente, que ¢ o grande conteudo de granulos citoplasmaticos, ¢ a sua distribuigdo
preferencial, na regifo conhecida como tridngulo mesometrial. As CGMs também tém
sido denominadas de “NK-like”, devido a sua semelhanga fenotipica com células
“Natural-Killer” (NK) (PARR et al., 1987, ZHENG et al., 199ic; LINNEMEYER ¢
POLLACK, 1991; CROY e KISO, 1993) e mais recentemente, alguns autores tém se
referido a elas como células NK uterinas (DELGADO et al., 1996, CROY et al., 1996;
HEAD, 1996; POLLACK e LINNEMEYER, 1996).

Em nosso trabalho foi mantida a denominacgio de células granulosas metriais

por melhor caracterizar tanto o aspecto morfolégico quanto a localizagéo dessas
células no utero de camundongos.

A identificagdo e a localizacdo das CGMs no endométrio foram baseadas nos
resultados obtidos inicialmente pela reagfio de PAS. Esta técnica demonstrou que as
CGMs apresentavam positividade nos granulos e no citoplasma. O fato do contetdo
citoplasmatico positivo ter sido removido apds o tratamento com a amilase indicou a
presenga de carboidratos neutros nestas células. Em nossa descrigdo ao nivel da
microscopia eletronica de transmissdo, chamamos a atengéo sobre a grande quantidade
de glicogénio presente nessas células. Assim sendo, o substrato removido pelo
tratamento com a amilase nas CGMs deve corresponder ao conteudo de glicogénio
destas células. Os cortes tratados com desoxicolato de sodio, por sua vez, ndo
apresentaram alteragdo significativa na intensidade de reagio ao PAS. Como o
desoxicolato possut agdo detergente, presume-se que o contendo citoplasmatico das
CGMs e dos granulos ndo seja de natureza glicolipidica ou de lipidios redutores.

Assim sendo, o produto PAS-amilase resistente encontrado no interior dos
granulos deve ser predominantemente glicoprotéico. Resultado este que vem de
encontro com os ja descritos por WISLOCKI et al. (1957); BULMER e DICKSON
(1960); STEWART e PEEL (1977).

Pela histoquimica de lectina, a DBA (Dolichos biflorus) mostrou ser altamente
seletiva as CGMs encontradas no ambiente uterino, facilitando a identificagdo das
mesma ao longo do periodo analisado. Nestas células foram observadas intensa

marcagdo nos granulos, o que estd de acordo com os resultados encontrados por
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DAMJANOV e DAMJANOYV (1992). Salienta-se o fato de que a lectina DBA também
apresentou marcagdes na superficie celular destas células. Com esta técnica pudemos
constatar que aquelas células com grinulos PAS positivos presentes na regido
antimesometrial, apresentaram-se lectina-DBA negativas. Portanto, essas células ndo
podem ser caracterizadas ou identificadas como sendo CGMs. Desta forma, pode-se
considerar que a reagiio de PAS ndo é a mais indicada para a identificagio ¢
localizagio precisa das CGMs, enquanto a lectina DBA mostrou ser mais seletiva na
identificagio destas células. A seletividade da lectina DBA pode ser comprovada
também ao nivel ultra-estrutural que demonstrou marcagiio tanto sobre os granulos
quanto sobre a superficie externa da membrana plasmatica das CGMs.

Por outro lado, os nossos resultados contradizem aqueles descritos por PEEL e

BULMER (1996). Estes autores demonstraram que a lectina DBA nflo reage com as
CGMs presentes em uteros de ratos. A divergéncia entre os resultados aqui obtidos e
os relatados por PEEL ¢ BULMER (1996) pode ser atribuida & diferenga no método
utilizado. O tratamento proteolitico por eles utilizado, pode ter removido o complexo
glicoprotéico contendo o agiicar substrato da lectina ou mesmo, alterado seu estado
conformacional.

A analise da localizacdo e a distribuicio das CGMs baseada nas técnicas
histoquimicas de PAS e da lectina DBA demonstraram a presenca destas células no
estroma uterino ao longo de todo periodo estudado. No 9° ddg, as células granulosas
PAS e DBA positivas estavam distribuidas por todo o endométrio decidualizado da
regiio mesometrial. A medida em que ocorreu o processo de placentagdo (do 11° a0
15° ddg), verificou-se o aumento gradual no nimero das CGMs nesta regido. Nos
materiais de 13° e 15° ddg, bastante evidente foi o acimulo destas células na porgéo
mediana da regido mesometrial acima da placenta fetal. Nos materiais de 17° ddg, na
medida em que ocorria o adelgacamento do endométrio, observou-se uma diminuigdo
no numero das mesmas.

Tais observagdes confirmam a descrigiio de LARKIN e FLICKINGER (1969) e
BULMER et al. (1987}, que ja haviam constatado o acumulo localizado de CGMs na
regido mesometrial, notério no 13° ddg. Confirmam também os achados de STEWART
e PEEL (1978), que sugerem a migragdo das CGMs da decidua mesometrial em

diregdo ao tridngulo mesometrial. Esta concentragio das CGMs na porgdo central e
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mediana do endométrio foi denominada por SELYE ¢ MCKEOWN (1935) de
“glandula metrial”. Termo este, posteriormente consagrado ¢ mantido por varios
pesquisadores (LARKIN e FLICKINGER, 1969; STEWART e PEEL, 1978). Esta
denominagdo de “glindula” ¢ contestavel, considerando-se que as CGMs sdo
comprovadamente de origem medular (PEEL et al., 1983) e pertencentes a linhagem
linfocitaria (STEWART e PEEL, 1977; PEEL, 1989; LINNEMEYER e POLLACK,
1991).

A analise do padrio de reatividade das CGMs frente as técnicas histoquimicas
utilizadas revelou ainda a ocorréncia de GGMs com variagOes nas caracteristicas
fenotipicas. Além da presenga de CGMs tipicas aqui descritas como células do tipo 1,

cuja caracteristica ¢ idéntica aquelas descritas na literatura (STEWART e PEEL, 1977;
1978; PARR et al., 1987; PEEL, 1989), identificamos e classificamos os subtipos 2, 3

e 4. As caracteristicas destes subtipos de CGMs descritos em nossos resultados
também foram relatados parcialmente por STEWART e PEEL (1977, 1978), no
entanto, estes autores ndo as classificaram em subtipos.

As caracteristicas morfolégicas junto com o padrio de reatividade as técnicas
histoquimicas, encontradas em cada um dos subtipos, sugerem uma seqiiéncia de
estagios relacionados com o processo de diferenciagdo celular. Tomando-se como
referéncia a CGM do tipo 1, descrito como sendo a forma mais caracteristica, pelo
maior desenvolvimento do seu contetido de granulos intracitoplasmaticos (PAS e DBA
positivos), este poderia ser considerado a forma plenamente diferenciada. Ao nivel
ultra-estrutural estas células foram facilmente identificadas pelos seus granulos
citoplasmaticos que apresentavam um “cap” eletrodenso caracteristico. Estes granulos
ocupavam a regidio central da célula juntamente com outras organelas e o citoplasma
apresentava ainda um actimulo de glicogénio.

As células do tipo 3, que apresentaram menor numero de grianulos e com o
citoplasma mais basoéfilo, devem corresponder aquelas descritas com menor niumero de
granulos ao nivel ultra-estrutural. Tais células estariam numa fase antertor de
diferenciagdo em relagio &8 CGMs do tipo 1, apresentando reagBes positivas para a
lectina DBA, tanto nos granulos quanto na superficie celular. Do mesmo modo, as
caracteristicas morfologicas das células classificadas como tipo 4 sfio sugestivas de um

estagio de diferenciagdo anterior & do tipo 3. Embora o tipo 4 seja destituido de
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grinulos DBA ¢ PAS positivos, a superficie celular apresentava marcagdo positiva
para a lectina DBA. Assim sendo, a lectina DBA identifica as células do tipo 4 que
expressam glicoconjugados na superficie celular, caracteristicos da linhagem das
CGMs , que sdo mantidos no processo de diferenciagdo. A hipéotese de que as células
precursoras das CGMs sdo células pequenas e destituidas de grinulos foi sugerida por
PEEL et al. (1983), os quais consideraram que, uma vez desencadeado o processo de
diferenciagdio, estas células passariam a adquirir grinulos, que aumentariam tanto em
tamanho quanto em nimero.

Confudo, a identificagéio fenotipica das formas precursoras das CGMs através
de marcadores de superficie celular é ainda uma questdo a ser estabelecida, uma vez

que, no ambiente uterino de roedores, t€m sido encontrados linfocitos de diferentes

linhagens (POLLACK e LINNEMEYER, 1996; HEAD, 1996; CROY et al., 1996).
Estudos que enfoquem o isolamento e identifica¢do do glicoconjugado substrato da
lectina DBA devem, portanto, prosseguir.

O aspecto da CGM do tipo 2, que apresentou como caracteristica marcante o
seu citoplasma extraido e freqiientemente vacuolizado, sugere que esta célula encontre-
se ja em fase de degeneragio. DELGADO et al. (1996) descreveram, ao nivel ultra-
estrutural as CGMs do periodo periparto contendo goticulas lipidicas, granulos com
formas, tamanhos e textura heterogéneos, além de vacuolizagdo citoplasmatica e
ruptura da membrana plasmatica que caracterizam células em degeneragfio. Em nossas
analises ultra-estruturais foram encontradas células com citoplasma francamente
extraido, com pequenas goticulas lipidicas e com as orga.n_elas, inclusive os grénulos,
confinadas a uma area central. Este aspecto ultra-estrutural deve corresponder a de
uma CGM do tipo 2.

Assim sendo, pelos nossos resultados os subtipos 4, 3, 1, 2 caracterizariam a
sequéncia morfologica dos estagios de diferenciagio e degeneragdo das CGMs.

Na analise da identificacdo e localizacio das CGM, constatou-se que a
frequéncia e distribui¢do dos subtipos de CGMs variaram conforme o periodo de
gestacdo analisado. Enquanto nas fases precoces havia um equilibrio entre as células
dos tipos 1, 3 e 4, com o avangar da gestacdo, houve uma gradual diminui¢do dos
tipos 3 e 4. Fato este facilmente identificado ao redor do 13° e 15° ddg pelo

predomimio de células dos tipos 1 e 2 em relagéio aos tipos 3 € 4. Ao atingir o periodo
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periparto, foi notéria a diminui¢dio das células do tipo 1 em relagdo ao tipo 2. Assim
como em nossos resultados, onde descrevemos a ocorréncia de células to tipo 2 nas
fases intermediarias da gestagio, DELGADO et al. (1996) relataram que a partir do
13° ddg, foram encontradas células com alteracdes morfoldgicas sugestivas de
degeneragio. Neste contexto, o fato das células do tipo 2 serem encontradas em maior
ntmerc no 17° ddg, mas ndo restrita a esta fase, sugere também que o processo de
degeneragio das CGMs ndo esteja restrito ao periodo final da gestagéo.

Da mesma forma, o fato de serem encontrados os 4 subtipos, em todos os
estagios analisados, sugere que o processo de diferenciagio das CGMs seja
desencadeado no ambiente uterino ao longo do periodo gestacional.

Devido a semelhanga das CGMs com as células imunologicamente competentes

da linhagem de linfcitos citoliticos, muitas funcGes tém sido atribuidas as CGMs
(STEWART, 1984; STEWART ¢ MUKHTAR, 1988; ZHENG et al., 1991¢; CROY,
1994). Entre elas podemos citar sua atuagio na lise de células trofoblasticas “in vitro”
(STEWART, 1984; STEWART e MUKHTAR, 1988) ¢ na barreira para invasdo de
microorganismos junto ao feto (ZHENG et al., 1991c). Mais recentemente, tem sido
proposta a fungiio de degradagio da matriz extracelular na preparagio para a
separa¢do da placenta no parto (CROY, 1994; DELGADO et al., 1996; CROY et al.,
1996). As possiveis fungdes acima atribuidas as CGMs estio fundamentadas no seu
contetdo de granulos e na eventualidade da ocorréncia da degranulagdo.

Os granulos citoplasmaticas das CGMs apresentam uma peculiaridade
morfologica que permite facilmente a sua identificagdo. Ao nivel ultra-estrutural,
apresentam variagdes na forma e eletrodensidade, porém se caracterizam pela
organizagdo de um centro homogéneo ¢ um capuz (“cap”) freqiientemente mais
eletrodenso, localizado perifericamente. O “cap” por sua vez, € constituido de
estruturas membranosas vesiculares ¢ tubulares, ¢ eventualmente apresentam estruturas
de arranjo cristalino.

O fato de que em alguns casos ndo encontramos a regido do “cap” nos granulos,
ndo significa que o mesmo ndo esteja presente no granulo. Conforme salientado por
DELGADO et al. (1996), um determinado plano de corte pode ndo ter atingido o
“cap”. No entanto, chama a atengio em nossos resultados, a variacdo na

eletrodensidade dos granulos, tanto na regido central homogénea quanto no “cap” , fato
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este ndo relatado por DELGADO et al. (1996). Esta heterogeneidade no aspecto dos
granulos encontrada em nossos resultados sugere uma relagio com os estigios de
maturagdo do granulo, a semelhanga do que ocorre nos granulos de secre¢do de outros
tipos celulares.

Esses granulos também foram descritos em camundongos por STEWART e
PEEL (1977), que ressaltaram as diferengas morfolégicas com aqueles encontrados em
CGMs de ratos.

Segundo LARKIN ¢ CARDELL (1971), os granulos de CGMs de ratos também
apresentam um “cap®“ membranoso, contendo estruturas em figura de mielina. Mas
estes autores ndo mencionam a presenga de estruturas membranosas tubulares e

cristalinas.

Os resultados da citoquimica com a lectma DBA, demonstrando a distribuigiio
de marcagéo no inferior dos granulos das CGMs e auséncia nos controles, comprovam
a presenga de glicoproteinas contendo residuos de N-acetil galactosamina terminais.
DAMIANOV e DAMJANOV (1992), sugerem que a reatividade da lectina DBA com
as CGMs de ratos e camundongos seria devida a sua ligacdio com uma esterase. A
presenca de serina-esterase foi detectada nas CGMs de ratos por BULMER (1965) e
de camundongos por ZHENG et al. (1991b). A presenga da serina esterase tem
também sido descrita nos granulos das células T citotdxicas e “himphokine-activated
killer cells” (OJCIUS et al., 1991). Assim sendo, a positividade da lectina DBA
detectada nos granulos das CGMs em nossos materiais poderia ser atribuida a presenga
de serina-esterase no interior destes.

Contudo, as lectinas ndo sfo marcadores de macromoléculas especificas, mas
sim de um agicar especifico, no caso da DBA, o N-acetil galactosamina. Este aglicar
pode estar associado a diversos glicoconjugados, o que nfio nos permite caracterizar a
lectina DBA como marcador exclusivo das CGMs somente pela marcagio nos
granulos, como sugerido por DAMJANOV ¢ DAMJANOV (1992). Nio obstante, a
marcagdo na superficie celular aliada a dos granulos parece ser uma particularidade
destas células, permitindo a utilizagdo da lectina DBA como um marcador das CGMs
no ambiente uterino.

Em nossos resultados foi relatada a reagdo positiva para as anticatepsinas D e B

no citoplasma das CGMs pela técnica imunocitoquimica. Nestas reagdes pudemos
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verificar que os sitios de marcagdo concentravam-se nos granulos, preferencialmente
na periferia dos mesmos. A imunomarcagio positiva para as anticatepsinas D ¢ B
nestas células pressupde que o conteado dos granulos seja de natureza lisossomica. Tal
achado vem de encontro aos resultados de BULMER (1963, 1965 e 1968a,b) que
detectou outras enzimas hidroliticas (B-glucuronidase, fosfatase acida, arilsulfatase)
relacionadas aos lisossomos nas CGMs de ratos.

Na imunomicroscopia eletronica, as particulas de ouro foram encontradas
predominantemente na regido correspondente ao “cap” dos granulos, explicando o
padrio de marcacdo periférica dos mesmos, encontrado nas reagdes ao nivel da
microscopia fotonica. Tal resultado indica que as enzimas catepsinas D ¢ B ocupam

uma regido definida do granulo, sugerindo, portanto, que a regido correspondente ao

“cap” possa ser um compartimento lisossdmico. Porém, o fato das catepsinas D e B
estarem presentes especificamente no “cap” dos grinulos, nfio significa que outras
enzimas lisossomicas também estejam restritas a esta regido, ou ainda que o “cap” seja
um dominio exclusivamente de enzimas lisossémicas.

A localizagdo preferencial da catepsina D na regidio do “cap” tem sido descrita
também nos gréhuios de células NK de ratos (BURKHARDT et al., 1990). Estes
autores ja sugeriam que o “cap” seja um compartimento pré-lisossdmico. Tal
localizagdo descrita para a catepsina D nas células NK pode ser interpretado como um
elemento adicional que comprova as semalhangas das CGMs com as células NK.

Embora a catepsina D seja descrita como uma aspartil proteinase lisossomica e
com comprovada agdo proteolitica sobre varios substratos celulares, como,
hemoglobina (TKEDA et al., 1989) e colageno (HELSETH e VEIS, 1984), dados
recentes atribuem a essa enzima o importante papel na ativagéio de pro-enzimas em
formas ativas (NISHIMURA et al., 1988). No processo de converséio intracelular de
outras enzimas, como da pro-catepsina B em catepsina B, sugere-se a necessidade da
presenca da catepsina D (NISHIMURA et al., 1988). No caso dos granulos das CGMs,
onde as catepsinas D e B coexistem, é plausivel supor que a catepsina D poderta atuar
como ativadora da enzima catepsina B. Neste mecanismo, a catepsina D estaria
envolvida indiretamente na funcdo litica do contetido dos granulos, onde a catepsina B

seria secretada na sua forma ativa durante a degranulago das CGMs.
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PARR et al. (1990b) e ZHENG et al. (1991b) detectaram a presenga de
perforina no interior dos granulos das CGMs de camundongos. Em células NK, a
perforina é considerada o efetor principal na lise de células-alvo através da sua agdo ao
nivel da membrana plasmatica (YOUNG et al., 1986 e 1990). Paralelamente, a
catepsina D tem sido descrita como sendo uma das enzimas proteoliticas que podem
ser potencialmente secretadas para o meio extracelular. Nota-se o caso das células
tumorais que, no seu processo de metastase, a secregéio da catepsina D parece ser um
fator determinante (SPYRATOS et al., 1989, TANDON et al., 1990; LETO et al,
1992;: SCAMBIA et al., 1994). Desta forma, ¢ plausivel supor que a catepsina D seja
um componente proteolitico efetivametne liberado junto com os demais componentes

liticos na degranualagdo das CGMs.

O fendmeno da degranulagio no ambiente uterino parece ocorrer
concomitantemente com o processo de degeneragdo das CGMs (DELGADO et al,,
1996). Segundo estes autores, no ultimo estigio de diferenciagio das CGMs, estas
entram em um lento processo de morte celular associado com o desaparecimento das
CGMs no ftero proximo ao parto. Estes autores observaram, ainda, que os granulos
sofrem mudangas estruturais e texturais antes do seu contetdo ser liberado, supondo
que as CGMs sofram ruptura em locais prédeterminados.

Contudo, em nossas observagdes, ndo foram encontrados flagrantes
morfolégicos de degranulagiio destas células, ou qualquer outra evidéncia de liberagdo
do contetido granular para o meio extracelular. Da mesma forma, néo foi encontrada
imunomarcagdo para anticatepsina D em compartimentos exiracelulares proximos as
CGMs.

Embora os experimentos “ in vitro” mostrem evidéncias de que as CGMs
possam lisar células trofoblasticas gigantes (STEWART e MUKHTAR, 1988), bem
como, uma vez ativadas pela IL-2, lisam células YAC-1 (CROY et al., 1991b), ndo ha
ainda qualquer relato de experimentos “in situ”, que permita relacionar um fenémeno
de causa/efeito na degranulagdo das CGMs.

Os nossos resultados mostram a ocorréncia de um acimulo gradual de CGMs
na regido do trisngulo mesometrial correspondente & “glindula metrial” o qual, no
final da gestagdo reduz o nimero destas células. Tal ocorrréncia localizada de células

linfocitarias “NK-like”, em periodo definido da gestagdo, sugere a organizagdo de um
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tecido linféide transitorio de relevincia na gravidez. Este tecido linféide caracteriza-se
sobretudo por se constituir em um sitio onde ocorre a diferenciagio de células
potencialmente citoliticas. No eatanto, considerando-se que mesmo em animais
depletados de células NK (inclusive as CGMs) foi constatada a viabilidade da gestacdo
plena em camundongos (CROY et al., 1996; GUIMOND et al., 1997); as células “NK-
like” ndo seriam, entdio, imprescindiveis para a gestagdo. Assim sendo, permanece
intrigante o fato de nfio se poder atribuir uma atuagéio efetiva destas células no sucesso

ou no colapso da gestacdo.
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Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que:

= Tanto a técnica histoquimica de PAS quanto a da lectina DBA permite
identificar as Células Granulosas Metriais (CGMs) no endométrio de camundongos,

devido ao conteado glicoprotéico dos granulos intracitoplasmaticos.

e A lectina DBA reage tanto com o contetdo granular guanto com os

componentes da membrana plasmatica, o que permite identificar quatro subtipos de
CGMs.

» Os quatro subtipos (1, 2, 3 e 4) de CGMs encontrados, devem representar as
formas morfologicamente identificaveis dos estagios de diferenciagfio destas células no
ambiente uterino, ¢ a freqiiéncia desses subtipos variam de acordo com o periodo

gestacional.

« A morfologia do subtipo 4 (destituida de granulos) sugere que esta célula seja

a forma precursora das CGMs no ambiente uterino.

+ A morfologia do subtipo 2 sugere um aspecto de célula em degeneragdo, ¢ a
ocorréncia maior desse subtipo no ftero, coincide com os periodos mais adiantados da

gestagdo.

» A imunoistoquimica revela a presenca de enzimas lisossémicas, catepsinas D

e B no mterior das CGMs, sugerindo a natureza lisossdmica dos grinulos.

+ As catepsinas D e B sendo localizadas especificamente na regido do “cap”
dos  grinulos, pela  imunomicroscopia  eletromica, sugerem  uma

subcompartimentalizagio funcional dos granulos das CGMs.
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