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Apéndice I - Abreviaturas utilizadas

- BSA: albumina bovina

- Con-A: concanavalina-A

- DBA: Dolichos biflorus agglutinin

- ddg: dias de gestagéo

- MCE: meio condicionado esplénico

- MET: microscopia eletrénica de transmissio
- MEV: microscopia eletrénica de varredura
- ML: microscopia de luz

- NK: natural killer

- NKu: natural killer uterinas

- PAS: periodic acid Schiff

- PBS: tampao fosfato-salina

- SFB: soro fetal bovino
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Apéndice IT - Procedéncia dos reagentes utilizados

No cultivo celular

Azul de tripan (Sigma Chemical Co, St, Louis/USAY;
Concanavalina-A (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);

Gentamicina (ESM);

Glutamina (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);

Hank’s (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);

MEM (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA):

Methyl a - D - Mannopyranoside (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);
RPMI (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);

Soro fetal bovino (Nutricell/SP).

No processamento das amostras

Acetato de uranila {(Merck, Darmstadt/Germany);
Agarose (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);

Amilase (Fungamyl Ultra S, AFVUO012/Novo Nordisk Bicindustrial do
Brasil Ltda);

Bélsamo sintético Entellan (Merck, Darmstadt/Germany);

BSA (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA):

Citrato de chumbo (Merck, Darmstadt/Germany);

Glutaraldeido (Ladd Research Industries, Burlington/USA);

Tetréxido de dsmio (0sO,) (Ladd Research Industries, Burlington/USA);
Oxido proprileno (Aldrich Chemical CofUSA);

Parafina (Histosec - Merck/R);

Paraformaldeido (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);

Poli-L-lisina (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);

Resina epoxi (Epon - Polysciences, Warrington, PAfUSA);

Vit



Nos procedimentos histoquimicos

Acido periddico (Merck/Darmstadt):

Bissulfito de sdodic (Reagen/R]);

Complexo streptoavidina-fluoresceina (Amershau, UK);
Complexo streptoavidina-peroxidase (DAKO):
Diaminobenzidina (Sigma Chemical Co, St. Louis/USA);

Lectina DBA conjugada com Biotina {Wako Chemical CofJapao);
Meic de montagem Vectashield (Vector Laboratories, Inc):

Peroxido de hidrogénio (Merck/Darmstadt).
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RESUMO

As células naotural killer uterinas (NKuw) estio presentes no udterc de
roedores durante a gestacdo, periodo em que surgem e se diferenciam,
desaparecendo por completo ao final deste. Os fatores envolvidos nos
mecanismos de diferenciacdo e ativacdo destas células, bem como as funcdes
por estas desempenhadas sdo pouco conhecidas. A dificuldade na compreensao
plena das funcdes das NK do ambiente uterino ¢ atribuida 2 complexidade e
dinamismo do ambiente uterino durante a gestacdo. Os estudos realizados in
vitro sdo igualmente inconclusivos devido 2 falta do estabelecimento de uma
condigdo padrio nos ensaios realizados.

O presente trabalho teve o intuito de padronizar uma condicic de
obtencéo e manutencao de células NKu vidveis para ensaios in vitro, a partir do
cultivo primdrio da glandula metrial.

Foram utilizados fragmentos (explantes) da glandula metrial obtidos de
camundongos prenhes no 8° dia de gestagdo (ddg). Estes explantes foram
cultivados por 24 e 48 horas, em meios de cultivo MEM e RPMI, com ou sem a
adicdo de MCE (meio condicionado esplénico). Os explantes em 0 hora
(controle) e apds 24 ou 48 horas de cultivo, assim como as células derivadas
destes explantes (aderidas e em suspensao) no cultivo, foram processados para
as andlises histoquimicas de PAS e lectina DBA (Dolichos biflorus aglutinin) e
para anélises ultra-estruturais e MET.

Os resultados demonstraram que tanto as formas aderidas quanto em
suspensdo apresentaram positividade a reacdo histoquimica de PAS e lectina
DBA, sendo identificadas como sendo células NKu. O explante residual mostrou
sinais de degeneracdo acentuada apds 24 horas, independentemente das
condigdes de cultivo empregadas. Pela MET, o maior indice de células NKu com

boa preservagdo ultra-estrutural foi observada nas células NKu aderidas obtidas



apds 24 horas de cultivo em meio RPMI padrio, sem suplementacio do meio
condicionado esplénico (MCE).

Estas condicbes de cultivo foram estabelecidas como padrio para a
obtencéo de células NKu morfologicamente bem preservadas, sendo utilizadas
nos ensaios in vitro, para avaliar a viabilidade destas células. Sob o efeito da
lectina DBA, as células NKu demonstraram variacdes nos padrdes morfolégicos
e de marcacéo pela lectina DBA, dependentes da concentracio e tempo de acio,
constatadas pelas microscopias de fluorescéncia e eletrénica de varredura
{MEV).

Pelos resultados obtidos, estabeleceram-se as condicdes de cultivo para
obtencio de células NKu preservadas a partir do cultivo de explantes da
glandula metrial, sendo estas células passiveis de serem utilizadas em ensaios in
vitro. Pelo padrédo de resposta das células NKu em conseqiiéncia da acéo da
lectina DBA utilizada para avaliar a viabilidade destas células in vitro, sugere-se
que © substrato presente na superficie das células NKu poderia ser um

potencial receptor de membrana envolvido no mecanismo de resposta celular,



ABSTRACT

During the pregnancy, uterine natural killer (uNK) cells appear in the
rodent uterus, differentiate and disappear at the end of this period. However,
which factors are involved in the differentiation/factivation mechanisms of uNK
cells, as well as in their functions, remain to be solved. The advancing on
knowledge about these cells has been due to the complexity and dynamism of
the uterine environment during pregnancy. Even the in vitro studies are
inconclusive since no standard condition has been established.

The present work proposed to establish 2 standard condition of culture
to obtain and maintain uNK cells and further evaluate their viability for in
vitro assays.

Metrial gland fragments (explants) were obtained from the uterus of
mice on 8" days of pregnancy and used as explants of culture The explants
were cultured during 24 and 48 hours, in MEM and RPMI media, added or not
with spleen-conditioned medium (SCM). The 0 hour explants and after 24 or
48 hours of incubation, as well as explants derived cells (adherents and not-
adherents), were processed for PAS and DBA (Dolichos biflorus agglutinin)
histochemistry analyses and for ultrastructural analyses in TEM.

The results showed positive reaction to PAS and DBA histochemistries
both for adherent and not-adherent cell forms in the culture. The residual
explant showed degenerative signals after 24 hours, in despite of the culture
conditions. The highest index of wellpreserved uNK cells evaluated at
ultrastructural level was found to adherent uNK form, after 24 hours in
standard RPMI, without the supplementation with SCM.

This procedure was established as standard culture conditions to obtain
morphologically well preserved uNK cell that was used to in vitro assays for
evaluation of cellular viability. Under the effect of DBA lectin, uNK cells showed

changes in morphology and labelling patterns, upon dependence of
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concentration and time lapsed effect, as noticed by fluorescence and scanning
electron microscopes (SEM).

Altogether, our findings allowed to establish the conditions to obtain
well-preserved ulNK cells from the explants of metrial gland in culture, which
are useful for in vitro assays. Based on in vitro assay with DBA lectin, it is
proposed that the DBA lectin reactive substrate localised on uNK cell surface
could be a potential membrane receptor related in the mechanism of cellular

responsiveness.
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1. INTRODUCAO




1.1. Caracteristicas gerais das células natural killer uterinas (NXu)

A formagio da decidua na gestaciio ou na pseudogestacio induzida em
roedores € acompanhada pelo aparecimento de uma estrutura transitéria
(ZHENG et al, 1991¢, ZHENG et al, 1993; LINNEMEYER & POLLACK, 1994)
denominada glandula metrial (WISLOCKI et al, 1957; PEEL, 1989). Esta
glandula, localizada na base do mesomsétric de cada sitio de implantacao,
limitada externamente pela camada interna de musculo liso, é constituida de
duas populagdes celulares principais: os fibroblastos-simile e as células
granulosas da glandula metrial (CGMs) (STEWART & PEEL, 1977; LIU et al,
1994). Estudos desenvolvidos durante os ultimos anos, especialmente de
fenotipagem in situ e com emprego de camundongos mutantes ou
transgénicos, constataram similaridades entre as CGMs e as NK, caracterizando
as primeiras como sendo pertencentes a linhagem especifica de células NK, daf
sua denominacao mais recente de células natural killer uterinas (NKu) (CROY,
1990; ZHENG et al, 1991b). Na literatura saoc também encontradas outras
denominacdes tais como “NK deciduais”, “NK-like” e “NK endometriais”,
referindo-se @ mesma populacio celular.

A glandula metrial, bem como as células NKu sio também encontradas
em uma diversidade de mamiferos, incluindo primatas (DALLENBACH-HELLWEG
et al, 1966; CARDELL et al, 1969) ¢ humanos {(DALLENBACH-HELLWEG &
NETTE, 1964; BULMER et al, 1987). Devido a sua distribuicio em mamiferos ¢
sua fungdo desconhecida, a glindula metrial, em especial as células NKu,
tornaram-se um foco de atencdc importante nestas ultimas décadas.

As celulas NKu sdo células freqilentemente binucleadas, caracterizadas
pela presenca de intimeros granulos citoplasmaticos e actimulos de glicogénio,
ambos positivos a reacdo do PAS (WISLOCKI et al, 1957; STEWART & PEEL,
1977; DELGADOC et al, 1996). Pela ultra-estrutura, estes granulos constituem-
se de uma matriz amorfa, de eletrondensidade variada, envolvida por uma

membrana. Muitos destes granulos possuem, na sua regiso periférica, um cap

2



eletrondenso constituido de actmulos de microvesiculas membranosas
(STEWART & PEEL, 1977).

Estudos imunocitoquimicos e imunoquimicos (PARR et al, 1987, 1990b;
ZHENG et al, 1991a,) demonstraram a presenca de perforina nos grinulos
citoplasméticos das células NKu (PARR et al, 1987; PARR et al, 1990a), uma
proteina associada com a atividade litica de células NK e T citotéuxica. Também
no interior dos grénulos demonstrou-se, por meio da imunomicroscopia
eletronica, a presenca de serina esterase (PARR et al, 1990b) e catepsina D
(CORREA DA SILVA, 1997), enzimas proteoliticas lisossomicas. A dupla
marcacdo por imunomicroscopia eletrénica mostrou que a perforina estd
presente em todos os granulos citoplasméticos, enguanto a serina esterase
colocaliza-se na maioria destes. No entanto, uma evidéncia indireta a partir de
um gradiente de separacio em Percoll sugere que a perforina e a serina
esterase possam ndo residir no mesmo compartimento (PERSECHINI et al,
1989). A catepsina D ¢é encontrada exclusivamente na regidgo do cap
membranoso (CORREA DA SILVA et al, 1996)

QOutras enzimas como hidrolases (BULMER, 1968), granzima A e B (KING
et al, 1993) e enzimas degradativas (DELGADO et al, 1996) também foram
encontradas no interior dos granulos das células NKu. A expressio destes
mediadores citoliticos pelas células NKu implica numa ativa funcio litica (KING
et al, 1993). No entanto, os mecanismo relacionados 3 liberacio destes
mediadores, se & que s&o liberados, permanecem ndo comprovados.

Além da presenca dos granulos citoplasméticos de conteddo citolitico,
comum zos linfdcitos citotdxicos, a expressio de asialo-GM1, CD45, Thy-1,
NK1.1, LGL-1 e 4H1Z e auséncia de CD3 (MUKHTAR et al, 1989; PARR ef al,
1990b; LINNEMEYER & HAMILTON, 1990; CROY & KISO, 1993; VAN DEN
HEUVEL et al, 1996) caracterizam estas células como sendo da linhagem

linfocitaria NK.



A utilizac@o de animais transgénicos imunodeficientes tem sido decisivo
no estabelecimento da origem das NKu. Com o uso de camundongos nu/nu,
deficientes em células T, demonstrou-se que as células NKu mantinham-se no
uterc prenhe e apresentavam freqiiéncia, morfologia e localizacio semelhantes
aos camundongos normais, indicando que as mesmas nio eram células T
(STEWART & PEEL, 1980; CROY et al, 1991a). Da mesma forma, utilizando-se
animais scid/scid, deficientes em células T e B, as células NK foram igualmente
encontrados no ttero de animais prenhes (CROY et al, 1991a).

Os animais da linhagem Tge26, caracterizados pela imunodeficiéncia em
células T e NK, apresentavam enire outras alteracdes, um ntimerc muito
reduzido de células NKu nos sitios de implantacio, quando comparados aos de
animais imunocompetentes (GUIMOND et al 1997). Nestes animais, o utero
pode ser repovoado com células NKu através do transplante de medula Sssea
proveniente de animais SCID, deficientes em céululas T ¢ B (GUIMOND et al.
(1998).

O conjunto destes resultados obtidos a partir de animais
imunodeficientes foi conclusivo em estabelecer as células NKu como
pertencentes a linhagem de células NK,

Porém, existem caracteristicas ndo-compartilhadas entre as células NK
uterinas e as demais NK. Enquanto as células NK produzem INF-y
espontanecamente e podem ser estimuladas por este, as células NKu sé o
produzem com prévia estimulacio pela IL-2 (WHITELAW & CROY, 1996; CROY
et al, 1996-97). Além disso, enquanto as células NK de ratos e camundongos
sao capazes de lisar in vitro células de linfoma YAC-1 (TRINCHIERI, 1989:
STEWART, 1991), as células NKu ndo apresentam tal atividade (PARR et al,
1990a; CROY & KASSOUF, 1989; CROY et al, 1991c; HEAD, 1996-1997), ao
menos que sejam estimuladas pela IL-2 (CROY et al, 1991¢).

Portanto, apesar da identificacdo de inumeros marcadores que

caracterizam a semelhanca entre as células NKu e as demais NK, outras
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evidéncias sugerem que as células NKu sejam uma subpopulacio de linhagem
linfocitaria NK, tnica do ambiente uterino gravidico. Desta forma, as
tentantivas de extrapolar os conhecimentos baseados em experimentos com as
células NK em geral, para as NKU nfo permitem estabelecer com clareza o
mecanismo de atuacdo destas iltimas. Desta forma, desconhece-se até o
momento um marcador de superficie ou componente de expressio especifico
das células NKu.

Na falta de um marcador especifico, as lectinas tem sido bastante
utilizadas no reconhecimento e identificacio iniciais destas células. Estudos
desenvolvidos por PEEL & BULMER (1996), com o emprego da histoquimica de
lectinas, demonstraram que as células NKu de dteros de ratas prenhes
apresentavam intensa reacdo com as lectinas WGA (Triticum vilgaris), MPA
(Maclura pomifera), PHA-L (Phaseolus vulgaris leucoaglutinin), fraca reacio
com Con-A (Canavalia ensiformis), |L.CH (Lens culinaris), PSA (Pisum sativun),
PHA-E (Phaseolues vulgaris), e negativa para DBA (Dolichos biflorus). Por
outro lado, DAMJANOV & DAMJANOV (1992) e CORREA DA SILVA (1997),
relataram que as células NKu eram as dnicas células presentes no estroma do
endométrio gravidico respectivamente de ratas e camundongos, que reagiam
com a lectina DBA.

Os resultados do nosso laboratério (PAFFARC, JR, et al, 1999)
demonstraram que a lectina DBA ndo reagem com outras populagoes
linfocitérias, o que sugere alta especificidade na identificacio das células NKu.
Esta lectina apresenta ainda a potencialidade de marcar as diferentes fases de

maturacdo das NKu em camundongos (PAFFARQ, JR. et al., 1999).

1.2. Funcdes das células NKu

Dentre as atividades metabdlicas comprovadas a respeito das células
NKu, estdo a producéo de proteinas liticas (PARR et al, 1987, 1990b; ZHENG et
al, 1991a,c; CORREA DA SILVA, 1997), de Sxido nitrico sintase induzivel
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(SLADECK et al, 1998), a secrecdo de componentes da matriz extracelular ¢ a
interacdo com os mesmos (SANTONI et al, 1989: GINSBURG ef al, 1989:
BRAGA & GENDLER, 1993; KISO ef al, 1994; CROY, 1994; DYUGOSKAYA et ai,
1995) e, a participacdo na produgio e resposta as citocinas (NOMURA et al.,
1988; CROY et al, 1991b; CROY et al.,, 1991c CROY & KISQ, 1993; SAITO et
al, 1993; HUNT, 1994; CROY, 1994, CHEN et al, 1994).

Dentre as citocinas produzidas pelas células Nku estio a interleucina 1
(IL-1), o fator inibidor da leucemia (LIF), CSF-1 e TNF-a (CROY et al, 1991b;
CHEN et al., 1993; CROY et al, 1996-97).

Por analogia com as NK propriamente ditas, pressupdem-se que as células
NKu estariam envolvidas na imunologia da gestagio (ZHENG ef al, 1991b;
ZHENG et al, 1993).

A presenga de perforina (PARR et al, 1987, 1990b; ZHENG et al,
1991a,c), serina esterase (PARR et al, 1990b), hidrolases (BULMER, 1968),
granzima A e B (KING et al, 1993), catepsina D (CORREA DA SILVA, 1996) e
outras enzimas degradativas (DELGADO et al, 1996) nos granulos das células
NKu sugere que as mesmas, em semelhanca as demais células NK, possam
desempenhar uma ativa funcéo litica (KING et al, 1993). ZHENG et al. (1991¢)
propdem que nas fungdes das células NKu incluam a lise de células infectadas
por virus presentes na placenta e no ttero.

Na tentativa de se estabelecer o papel da perforina durante a gestacio,
STALLMACH et al. (1995) utilizaram animais perforina-deficientes. No entanto,
0s mesmos apresentavam gestacdo, desenvolvimento da glandula metrial ¢
diferenciacao das células NKu normais. Estes resultados sugerem que a
perforina néo ¢ essencial para o sucessc da gestacio.

WELSH & ENDERS (1987 e 1993) sugerem que durante os estdgios
iniciais da implantacdo, as células Nku presentes na regizo subepitelial do sitio
de implantacio poderiam contribuir na degradacio das células epiteliais e do

estroma adjacente, permitindo a adesdo e a invasio das células trofoblasticas.
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Assim, as celulas NKu encontradas na regifio mesometrial, durante o periodo
que antecede a placentacio, poderiam estar atuando sobre as células
endometriais, auxiliando, deste modo, na remodelacio desta regido.

Em virtude do seu potencial litico, ¢ postulada para as células NKu a
funcio de remover as células trofoblésticas aberrantes, impedindo sua invasio
(PEEL, 1989; HUNT, 1989; CROY, 1990; HUNT, 1990; KING & LOKE, 1990az;
STEWART, 1990; HUNT & POLLARD, 1992), e aquelas senescentes (STEWART,
1990; CROY & KISO, 1993). As indicacdes para esta funcio basearam-se nos
estudos desenvolvidos por STEWART & MUKHTAR (1988) e PEEL & ADAM
(1991), os quais demonstraram que as células NKu sio capazes de lisar
aproximadamente 1% das células trofoblasticas de camundongos in vitro,
possivelmente aquelas reconhecidas como aberrantes ou senescentes.

Similarmente, a morte de trofoblastos por células NKu foi descrita em
humanos (KING & LOKE, 1990b). Corroborando esta idéia, HUNT (1994)
enfatiza em seus estudos in situ que as células NKu se encontram posicionadas
estrategicamente para esta atividade critica. Ainda, com emprego da MEV,
STEWART & MUHKTAR (1994) relatam observacoes das células NKu em fntimo
contato com células trofoblasticas, in vitro. As células trofoblasticas de
humanos expressam HLA-G, HLA-C e HLA-E na superficie celular, podendo estes
serem utilizadas pelas células NKu no reconhecimento celular (KING, 1999).

Portanto, ¢ plausfvel presumir que as células NKu possam reconhecer e
responder diferentemente a antigenos expressos na placenta, dependendo do
gendtipo das células trofoblasticas (GUIMOND et al, 1999).

CROY (1994), DELGADO et al. (1996) e CROY et al. (1996-97) sugerem
que as células NKu possam estar envolvidas na degradacic da matriz
extracelular ao final da gestacio, na preparacio para a separacio da placenta
no parto.

Por outro lado, estudos realizados utilizando-se animais tge26,

camundongos Transgénicos deficientes em células T e NK, sugerem um papel
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critico das células NKu no sucesso da gestacdo (GUIMOND et al, 1996 e 1997).
Estes animais apresentam uma série de alteracdes quando comparados aos
controles, incluindo a reducgio no numerc de células NKu, diminuicdo no
tamanho da placenta, aumento na taxa de reabsorcio fetal e mortalidade
perinatal. A reconstituicBo de células NK/NKu nesses animais por meio do
transplante de medula dssea proveniente de animais SCID restaurou o tamanho
da placenta e a performance reprodutiva dos primeiros. Portanto, presume-se
que as células NKu desempenhem, também, importante papel no periodo de
pos-implantacdo associade & diferenciacio e crescimento da placenta ¢
estabelecimento da circulacio na mesma (GUIMOND et al, 1998 ¢ GUIMOND et
al, 1999).

YELIAN et al (1993) relatam ainda a producdo de proteinas da matriz
extracelular pelas células NKu para o crescimento/migracio das células
trofoblasticas. Segundo WEGMANN & GUILBERT (1992), as células NKu
poderiam ainda estar envolvidas na producio de citocinas que promovam o
crescimento, diferenciacio e ativacao das células trofobissticas.

Embora muitas funcdes postuladas para as células NKu presumam sua
participacdo na manutencdo da gestacio, outros estudos sugerem que estas
células possam desempenhar efeitos deletérios no desenvolvimento fetal,
resultando em aborto espontineo em camundongos (GENDRON & BAINES,
1988; CLARK, 1991; CLARK, 1994; BAINES & GENDRON, 1990) ou humanos
(YOKOYAMA et al, 1994; COULAM et al, 1995: MAKIDA et al, 1991; ACKI et
al, 1995). ZHENG et al (1993) propdem que o duplo papel das células NK em
relacdo ao concepto na promocdo ou inibicdo de seu crescimento pode estar

atribuida a duas supostas subpopulagdes de células NK.

1.3. Aspectos gerais da diferenciacdo das células NXu
As células NKu se originam a partir de células precursoras procedentes

da wmedula &ssea (PEEL & STEWART, 1984). Estudos ultra-estruturais
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mostraram que as células NKu parecem diferenciar-se in situ no endométrio, a
partir de um precursor tipo linfécito pequeno (PEEL & RULMER, 1977:
STEWART & PEEL, 1977).

Em camundongos, o aparecimento das células NKu inicia-se no momento
da implantacdo (4,1/2 dias de gestacio), tem seu pico por voita dos 12°-14° dia
de gestaczo e declina progressivamente (PARR et al, 1990b).

Na sua forma nao diferenciada, as células NKu sdo pequenas e podem ou
ndo apresentar pequenos granulos citoplasmiticos e aciimulo de glicogénio
(STEWART & Peel, 1977; CORREA DA SILVA, 1997). Estas células sio LGL-1
positivas, nao expressam o marcador de superficie asialo-GM1 (MASON et al,
1988; PARR et al; 1991), porém sio lecting DBA positivas (CORREA DA SILVA,
1937).

O processo de diferenciacio destas células & caracterizado
morfologicamente pelo aumento em numero e tamanho dos granulos
citoplasmaticos, bem como pelo aciimulo de glicogénio. Estas caracteristicas
morfoldgicas sao acompanhadas da alta expressao da perforina (ZHENG et al,
1991a, ¢; PARR et al, 1990b) e caracterizam células NKu maduras. O pico de
aparecimento destes grénulos citoplasmaticos ocorre ac redor do 12° dia de
gestacdo (KISO et al, 1992a), a partir do qual, muitas destas células NKu
iniciam um processo de degeneracdo continuo. No periodo peri-parto poucas
células NKu séo observadas e as remanescentes sio liberadas junto com a
placenta por meio da luz uterina, desaparecendo completamente do ttero 48
horas apés o parto (JACOBUCCI, comunicacio pessoal). DELGADO ef al (1996)
atribuem o desaparecimento das células NKu do perfodo peri-parto a um
processo de morte celular programada que nio a apoptose.

Apesar das células NKu provavelmente se diferenciarem e se proliferarem
in situ no Utero gravido, os fatores iniciadores ou reguladores de seu
desenvolvimento ainda ndo foram conclusivamente identificados (YE et al,

1996). No entanto, como o aparecimento das células NKu no dtero prenhe &
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simultaneo a decidualizacdo, é possivel que citocinas e outros fatores humorais
presentes localmente no endométric decidualizado estejam envolvidos na
iniciacdo ou regulacado da diferenciacic das células NKu (YE et al, 1996},
STEWART (1983; 1987) tem proposto que, em funcio da intima relacio entre
celulas do estroma e células NKu, fatores zinda nac conhecidos, derivados de
celulas do estroma ativadas por horménios, possam desempenhar papel
importante na diferenciacio das células NKu. Fsta nipdtese & reforcada pelo
fato de que as células NKu nao se diferenciam sem a decidualizacio do estroma
(PEEL, 1989).

A formacdo e a diferenciacio da glandula metrial em animais
pseudogravidos sugerem que fatores maternos, mais do que fetais, sejam
responséveis pela inducio da diferenciacio das células NKu (YE et al, 1996),
Segundo STEWART (1987) a progesterona parece facilitar a diferenciacio de
células Nku, embora ndoc tenha acdo direta nestas células. Porém, estudos mais
recentes utilizando PCR-RTA, imunocitoquimica e hibridizacdo in situ
constataram a expressdo de receptores para progesterona em 63% das células
NKu em camundongos (VAN DEL HEUVEL et al, 1996), sugerindo que estas
células possam sofrer a agdo deste hormdnio. O estrogeno parece também
desempenhar um papel importante na atracdo de células precursoras de células
NKu para o utero durante o ciclo estral em camundongos (PEEL & STEWART,
1986). VAN DEL HEUVEL et al (1996) demonstraram que a expressic de
receptores para estrégenc abrange 90% da populacio de células NKu em
camundongos. No entanto, ¢ dificil estabelecer se estes horménios sio
importantes na fisiologia das células NKu, dado que em ratos estas células nio
expressam receptores nem para a progesterona e nem para o estréogeno (OGLE
etal,1997).

Sendo as células NKu pertencentes a linhagem de células NK, pressupde-
se que as mesmas citocinas capazes de estimular as Gltimas e/ou induzir a

expressdo de mediadores citolfticos estejam também envolvidos ne controle do
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desenvolvimento das células NKu (YE et al, 1996). Esta hipStese é corroborada
pelo fato destas células compartilharem a expressio de alguns receptores de
citocinas, ou de cadeias destes, tais como IL-2ZRq, B, v, TNF-aR e IFNyR (CROY ef
al, 1996-97). Curiosamente, a cadeia IL-2Ry & comum aos receptores das
citocinas IL-4, IL-7 ¢ IL-15, um novo fator de crescimento de células NK (GIRI
et al, 1994).

Muitas citocinas t8m se mostrado capazes de induzir a diferenciacio e
ativacgdo de células NK e linfécitos T citotdxicos, e induzir ou reprimir a
expressao de perforina e granzimas nestas células. Dentre estas citocinas tem-se
as 1L-2, IL-6, IL-7, 1L-12 (HERBERMAN, 1982; LIU et al, 1989; HUNT, 1989;
SMYTH et oif, 1990; SALCEDO et af, 1993).

A IL-2, normalmente produzida por linfécitos T (PARR. ef al, 1991), é
mediadora da ativacdo de células NK (ORTALDO & HERBERMANN, 1984). No
entanto, poucos linfocitos T sao encontrados no titero no periodo em que se da
a diferenciacio das células NKu (PARR. et al, 1991). Além disso, CROY et al,
(1997b) demonstraram que a diferenciacao da glandula metrial e das células
NKu ocorre normalmente em camundongos IL-2 -/-. Portanto, a IL-2 nio seria
necessdria para a viabilidade das células NKu precursoras, nem para a iniciacao
da diferenciacdo das células NKu.

Mais recentemente, YE et al. (1996) descreveram a acio da interleucina
IL-15 em células NKu, que exibe algumas atividades semelhantes da IL-2 em
outras células NK. A IL-15 parece ser produzida por uma variedade de tipos
celulares, mas néo por linfocitos T, como acontece com a IL-2. Os resultados
obtidos por estes autores sugerem que a IL-15 e naoc a IL-2 estaria
correlacionada com a diferenciacio das células NKu.

O aparecimento, localizacdo e diferenciacio normais das células NKu em
camundongos transgénicos SCID, deficientes em células T e B, indicam que estas
ultimas nao apresentam papel regulatério durante o estabelecimento da

linhagem das células NKu (CROY et al, 1994). Alguns autores (LI et al, 1991;
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LOHMANN-MATTHES, 1991) sugerem que precursores de macréfagos, sob
influéncias combinadas de CSF-1 e IL-2, tornariam-se células “Ni-like”. No
entanto, a analise de siftios de implantacio de camundongos que expressam
osteopetroses (op/op), caracterizados pela incapacidade em produzir a citocina
CSF-1, mostrou que a diferenciacio das células NKu progride normalmente.
Sendoc assim, deduz-se que a citocina CSF-1 no é requerida na diferenciacio de
células NKu e estas nao se diferenciam a partir de precursores de macrdfagos
(KISO et al, 1992b).

GUIMOND et al. (1996) constataram que a diferenciacao das células NKu
ocorre normalmente em animais W/W, caracterizados pela deficiéncia em
mastdcitos devido a uma mutacic no gene gue codifica para o receptor do
fator de crescimento para este tipo celular (YOKOI et al, 1994; ANDERSON et
al, 1990).

1.4. Obtencdo e manutencido de células NKu in vitro

O cultivo celular proporciona o estabelecimento de um sistema de estudo
in vitro, desde que a viabilidade e atividades funcionais das células estejam
preservadas e controladas. A grande vantagem deste sistema ¢, sobretudo, a
possibilidade de se controlar as varidveis no experimento, o que nio é possivel
de ser realizado completamente in situ. Desta forma, tanto o cultivo celular,
quanto o ensaio in vitro com células isoladas constituem importantes
ferramentas para aquisicdo de informacdes precisas acerca do comportamento
celular.

A compreensdo acerca da diferenciacio e ativacio das células NKu, bem
como a de determinar as fun¢des desempenhadas por estas no ttero, depara-se
com a dificuldade de ser este um ambiente extremamente complexo ¢ dinamico.
Diante destas dificuldades, foram realizadas intimeras tentativas de se isolar e

desenvolver experimentos in vitro com as células NKu.
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PARR et al. (1990a) utilizaram métodos mecénico e enzimatico com o
intuito de se obter células NKu isoladas para o cultivo celular. No entanto, as
células assim obtidas mostraram-se muito frégeis aos processos de manipulacio
utilizados, nao preservando as caracteristicas morfolégicas observadas para as
células NKu i situ. Funcionaimente, estas células, quando tratadas com meio
condicionado obtido do cultivo (por 48 horas) de células esplénicas estimuladas
pela concanavalina-A, ndo induziram a lise de células-alvo YAC (PARR et al
1990a).

STEWART et al (1996), obtiveram celulas NKu em suspensao,

¥

preparadas a partir da dissociagdo enzimdtica de glandulas metriais de ratos,
para avaliar a sua atividade citotdxica natural. Este ensaio, comumente
utilizado para medir a habilidade das células NK em geral em lisar células-alvo
wehi 164, demonstrou que as células NKu exibiam altos niveis de
citotoxicidade, desde que os ensaios tivessem duracéo prolongada, acima de 20
horas.

Recentemente, KISO e al (1998) empregaram o método
imunomagnético como alternativa para o isolamento das células NKu. Os
autores reportavam o sucesso neste procedimento, por meio do uso do
anticorpo anti-asialo-GM-1 conjugado as esferas magnéticas, para obtencio de
células NKu integras quando avaliadas na ultra-estrutura. Porém, nio ha
qualquer mencéo neste trabalho sobre a manutencio da sua funcionalidade. A
asialo-GM-1 € conhecida como sendo uma molécula presente na superficie dos
linfocitos citotoxicos relacionada com a citotoxicidade, uma vez que a sua
inibicdo peio anti-asialo-GM-1 reduz a atividade citolitica destas células
(HARGROVE & TING, 1988; PARR et al, 1991). Isto sugere que as células NKu
obtidas pelo meétodo preconizado por KISO et al (1998) teriam sua
funcionalidade afetada para posteriores ensaios in vitro.

MUKHTAR & STEWART (1988, 1993a) padronizaram a técnica para

isolamento e cultivo das células NKu a partir de cultivo de explantes da
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glandula metrial. Estes autores constataram que as mesmas apresentavam alta
motilidade e migravam para fora do explante. O pico de migracdo destas células
ocorria durante os primeiros dois dias de cultura e reduzia progressivamente
nos explantes obtidos de animais em estdgios mais avancados de gestacio.
LINNEMEYER & POLLACK (1991) sugeriam que a migracio das células NKu do
explante seria dependente do nivel de IL-2 adicionada ac meio e limitada a um
curto periodo de tempo, por volta do 8° ddg.

Embora a técnica de cultivo de explantes da glandula metrial represente
uma metodologia alternativa para obtencio das células NKu, tal técnica
apresenta aiguns obstéculos. Segundo CROY et al (1997¢), as células NKu nio
proliferam ou se diferenciam em cultura, porém, a sua viabilidade pode ser
prolongada por até 14 dias na presenca de alguns componentes da matriz, a
laminina e a fibronectina. Qutra limitacio seria o peguenc numero {(nio
quantificado) de células NKu que poderiam ser isoladas do explante (CROY et
al, 1997c).

N@o obstante, as células NKu isoladas do explante uterino tém sido
utilizadas em varios ensaios in vitro, particularmente para correlacionar o seu
comportamento com as demais células NK.

CROY et al. (1991c¢) avaliaram, por meio de ensaios de citotoxicidade
medida pela liberacdo de Cr, o potencial das células NKu de lisar células YAC e
células-alvo de células killer ativadas por linfocinas (LAK), as células P815. Estes
autores demonstraram que as células NKu obtidas a partir do cultive de
explantes da glandula metrial foram incapazes de lisar células-alvo YAC. Porém,
a lise mediada por células NKu pode ser aicancada, quando as mesmas foram
cultivadas em meio contendo IL-2. Em contrapartida, estas células foram
incapazes de causar a lise de células-alvo P815, mesmo quando cultivadas sob
estimulo desta interleucina.

STEWART & MUKHTAR (1988) ¢ PEEL & ADAM (1991) mostraram por

meio da observacio direta utilizando videomicroscopia que as células Nku de
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camundongos e de ratos, obtidas do cultivo de explantes, eram capazes de
matar trofoblastos do labirinto, quando co-cultivadas. Dados semelhantes
foram descritos em estudos utilizando-se células NK esplénicas ativadas com IL-
Z (DRAKE & HEAD, 1989). Em contrapartida, células NKu de porcos nao
requeriam tratamento com IL-2 para desenvolverem atividade litica contra
células trofoblasticas in vitro (CROY et al, 1994).

Os resultados acima descritos demonstram a importancia dos estudos in
vitro como uma ferramenta fundamental para a elucidacdo das funcdes e dos
mecanismos que envolvem a diferenciagio celular. No entanto, segundo CROY
et al (1997c), pequenas modificacdes introduzidas as estratégias de cultivo
podem tornar as preparacdes de células NKu bastante distintas entre os
laboratdrios, resultando em dados muito diversos e pouco conclusivos.

Dentre os varios procedimentos descritos na literatura, destaca-se as
células NKu obtidas do explante da glandula metrial, que aparentam maior
viabilidade. Contudo, mesmo com os virios estudos empregando o cultivo de
explantes da glandula metrial, como metodologia para isolamento de células
NKu, ndo se conhece o efeito deste procedimento sobre as NKu. Além disso,
nenhum dos estudos relatados apresenta uma anslise morfoldgica em nivel
ultra-estrutural das células NKu, de modo que ndo se pode aferir o grau de
integridade das células utilizadas nos ensaios. Na auséncia de um outro método
suficientemente adequado para avaliar a viabilidade das células NKu isoladas e
mantidas in vitro, a avaliacio da integridade morfolégica torna-se
imprescindivel como pardmetro de referéncia para aferir a viabilidade destas

células antes, durante e apds os ensaios in vitro.
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2. OBJETIVOS




O presente trabalho teve como objetivos:

Objetivo Geral:
e Estabelecer as condicdes de cultivo primério do explante da glandula metrial
de camundongos para obtencdio de células NKu vidveis e os parametros

referenciais da integridade destas células para fins de ensaios in vitro.

Objetivos Parciais:

e Estabelecer as condi¢des de cultivo primério da glandula metrial para a
obtencio de células NKu.

» Avaliar a integridade celular por meio de métodos citoquimicos e
morfologicos ultra-estruturais das células NKu obtidas em diferentes
condicoes de cultivo.

 Estabelecer os parimetros referenciais da integridade das células NKu
destinadas aos ensaios in vitro.

 Avaliar a viabilidade das células NKu obtidas in vitro por meio da anilise

do seu comportamento sob exposicao a lectina Dolichos biflourus (DRA).
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3. MATERIAL E METODOS




Gléndula metrial de camundongos
no 8° ddg

|

Cultura primaéria de explantes

da glandula metrial

|

Explantes
0, 24 e 48 horas
Embebicac Embebicio em
em parafina resina epoxi
| |
Histoquimicas MET
(PAS e lectina DBA) {{iltra-estrutura)
Células aderidas Células em suspensao
24 e 48 horas 24 e 48 horas

e Histoquimicas Embebicio em
[ (PAS e lectina DBA) resina epoxi
MET
(Uitra-estrutura)

Figura 1 - O fluxograma esquematiza a seqiiéncia dos experimentos
realizados em duas etapas. A primeira etapa (delimitadas por &reas
retangulares, brancas) demonstra a seqiiéncia para o estabelecimento das
condi¢des de cultivo para obtengdo de células NKu e os seus métodos de
analise A segunda etapa (delimitadas por dreas retangulares achuriadas)
demonstra a seqiiéncia dos ensaios in vitro realizados com as células NKu e

suas formas de anélise.
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O presente experimento foi conduzido em duas etapas, conforme

apresentado no fluxograma da figura 1.

3.1. Animais

Camundongos fémeas Mus musculus da linhagem Swiss, com idade de 12
a 16 semanas, procedentes do Centro de Bioterismo da UNICAMP, foram
acasalados com machos da mesma linhagem e o dia em que, pela manha, se
constatou o tampao vaginal, foi considerado o 1° dia de gestagdo (ddg).

As fémeas prenhes no 8° ddg foram sacrificadas por deslocamento
cervical. Sob condigdes assépticas, realizou-se a laparotomia dos animais e
constatada a presenca de sitios de implantaco embriondrios, os cornos
uterinos foram dissecados e imediatamente imersos em meio Hank's, para

obtencio das glandulas metriais,

3.2. Estabelecimento do cultivo primério de explantes da glandula metrial
Esta etapa foi baseada na técnica descrita por MUKHTAR & STEWART
(1988) para a obtencido dos explantes de glandula metrial. Na camara de fluxo
laminar, cada sitio de implantacéo foi individualmente dissecado e a regizo da
glandula metrial foi recortada em quatro fragmentos de aproximadamente
1mm’. Estes fragmentos (explantes) foram distribuidos em placas de cultura de
35x10mm (Corning Costar Corporation, Cambrige/USA), ou em placas de
cultivo de 24 wells contendo laminulas de vidro (didmetro 13mm) ou plasticas
(Nunc/USA). Os explantes foram mantidos em diferentes meios de cuitivo,
conforme descrito no item 3.3, a 37°C, em estufa {modelo 2123TC, Shell Lab)
de atmosfera umida com nivel de 5% de CO,, por um pericdo de 24 ou 48

horas.

3.3. Meios de cultivo e variacic de suplementos testados

- Meio essencial minimo (MEM) acrescido de 1% de glutamina e 0,125% de
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gentamicina (padréo) e 5% de soro fetal bovino (SFR):

- MEM padrio, acrescido de 20% de SFB;

- MEM padrdo, acrescido de 5% de SFB e 20% de meio condicionado
esplénico (MCE, vide 3.3.1.;

- MEM padrio, acrescido de 20% de SFR e 20% de MCE:

- RPMI acrescido de 1% de glutamina e 0,125% de gentamicina (padrio) e
5% de SFB;

- RPMI padrio, acrescido de 20% de SFB;

- RPMI padréo, acrescido de 5% de SFB e 20% de MCE;

- RPMI padriéo, acrescido de 20% de SFB e 20% de MCE.

3.3.1. Obtencio do meic condicionade esplénico (MCE)

Foram utilizados bacos dos préprios animais doadores dos explantes de
glandula metrial. Quando da remogio dos sitios de implantagio, o baco foi
retirado, imediatamente imerso em meio de lavagem Hank’s e processado de
acordo com GULLBERT et al. (1981), modificado como segue.

Sob condicbes assépticas, o baco foi macerado e a suspensio celular
obtida foi centrifugada a 213g, durante 10 minutos. Apds hemdlise em tampio
de lise (solucdo aquosa de NH.Cl 0,83%, KHCO, 0,1%, EDTA 0,0037%) a
suspensdo celular foi lavada e ressuspendida em meio RPMI padrio, acrescido
de 5% de SFB.

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o Azul de tripan e a
concentracdo ajustada para 2x10° células/ml. Aliquotas de 10mi desta
suspensio celular foram distribuidas em frascos de cultura (Corning Inc./USA),
estimuladas com Con-A (2,5ug/ml) e incubadas em estufa de atmosfera umida,
com nivel de 5% de CC, a 37°C.

Apos 24 horas de cultivo, a suspensac celular foi centrifugada e o
sobrenadante recolhido. Este foi tratado com Methyl o - D - Mannopyranoside

(20mgfml), filtrado em membrana 0,2um (Millipore), aliguotado e
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mantido no freezer, a -20° C, até o momento do uso.

3.4. Processamento das células obtidas em cultura

Os cultivo dos explantes da glandula metrial foram monitorados em
tempos regulares por meio da observacio em microscdpio de luz invertido com
contraste de fase (Axiovert, Zeiss). Nestas observacdes foi constatada a
presenca de células aderidas 4 superficie e em suspensio no meic, além do
propric explante. Estas amostras foram processadas de acordo com as

estratégias empregadas em cada uma das etapas que se segue:

3.4.1. Coleta e processamento dos explantes

3.4.1.1. Explantes residuais apés o periodo de 24 e 48 horas de cultivo

Os explantes mantidos em cultivo nas diversas condicdes de meio e
tempo foram coletados e imediatamente fixados em solucio de
paraformaldeido a 4% em tampao-fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4, por 2 horas, e
processados para a embebicdo em parafina, conforme técnica histoldgica
rotineira, ou fixados em solucao de glutaraldeido a 2,5% em tampao-fosfato de
sédio 0,1M, pH 7.4, por 2 horas, e processados para a embebicio em resina
epodxi, conforme descrito no item 3.6.

Cortes de parafina de 5pm de espessura foram coletados em laminas
histolégicas pré-tratadas com poli-L-lisina e, entio, destinados as analises

histoguimicas em microscopia de luz.

3.4.1.2. Explantes controles no tempo zero (0)

Explantes de glandula metrial, imediatamente apés a dissecacio, foram
fixados e processados conforme descrito em 3.4.3.1, para os explantes

residuais.
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3.4.2. Células em suspensio

Foram coletadas as células em suspensio no meio, apés 24 ¢ 48 horas de

cultivo para..

3.4.2.1. Analises em microscopia de luz (ML):

As celulas em suspensdo foram concentradas por centrifugacio
(Centrffuga Micro Centaur/SANYO) e os pellets obtidos foram ressuspensos em
solucdio fixadora de paraformaldeido a 4% em tampéao-fosfato-salina 0,1M, pH
7,4, na qual as células permaneceram durante 15 minutos. Apds a fixacdo, as
células foram lavadas em tampio fosfato-salina 0,05M, pH 7.4 e, em seguida,

citocentrifugadas (Citocentrffuga Incibras, a 200g, durante 7 minutos) para

aderéncia em laminas histolégicas, previamente recobertas com poli-L-lisina.

3.4.2.2. Anéalises em microscopia eletrénica de transmissao (MET):

As celulas foram concentradas por centrifugacéo e os pellets obtidos
foram ressuspendidos em solucéo fixadora de glutaraldefdo a 2,5% em tampio-
fosfato-salina 0,1M, pH 7,4, na qual as células permaneceram por 30 minutos.
ApSs a fixacdo, as células foram centrifugadas (855g, por 10 minutos) e os
pellets obtidos foram incluidos em agarose 1% (Sigma Chemical Co, St.
LouisfUSA) ou em solucao tampao-fosfato-salina/BSA 10% e, entdo processados

para embebic&o em resina epdxi (conforme item 3.6)

3.4.3. Células aderidas
Realizada a analise a fresco em microscopia de fase ou de interferéncia
(Eclipse 800, Nikon), as células aderidas as placas de cultivo ou as laminulas,

apOs 24 ¢ 48 horas de cultivo foram coletadas para:

3.4.3.1. Analises histoquimicas em microscopia de luz:

As células aderidas foram coletadas ¢ processadas de duas maneiras

distintas:



1 - Raspagem mecanica das células, com o uso de cell scraper (Sigma
Chemical Co, St. Louis/USA), apds fixacdo gquimica em solucdo fixadora de
paraformaldeido a 4% em tampio-fosfato 0,1M, pH 7.4, por 15 minutos. Apéds
lavagem em tampao-fosfato-salina 0,05M, pH 7.4, as células aderidas foram
centrifugadas em pellets, os quais foram ressuspensos em 100yl de tampéo-
fosfato-salina 0,05M, pH 74 A suspensdo celular resultante foi
citocentrifugada para aderéncia em laminas histolégicas previamente tratadas
com poli-L-lisina e, apds secagem 2 temperatura ambiente, as células foram
submetidas as reacdes histoquimicas, conforme descrito no item 3.5,

2 - Fixaco das células aderidas em laminulas de vidro ou pléasticas em
solugdo fixadora de paraformaldeido a 4% em tampéao-fosfato-salina 0,1M, pH
7 4, por 15 minutos.

Ap6s fixacdo, as células foram lavadas e submetidas as reacdes histoquimicas.

3.4.3.2. Analises em microscopia eletrénica de transmissao (MET):

As celulas aderidas foram coletadas e processadas de duas maneiras
distintas:

1 - Raspagem mecanica das células, com o uso de cell scraper, apés
fixagao quimica em solucao fixadora de glutaraldeido a 2,5% em tampao-fosfato
0,1M, pH 7.4, por 30 minutos. As células foram centrifugadas em pellets, os
quais foram incluidos em agarose 1% ou em solugéo tampao-fosfato-salina/BSA
10% e entd@o processados para inclusido em resina epoxi {(conforme item 3.6).

2 - Fixacdo das células aderidas em laminulas de vidro em solucdo
fixadora de glutaraldeido 2,5% em tampao-fosfato 0,1M, pH 7.4, por 30
minutos. Apos fixacao, as células foram processadas para embebicio em resina

epdxi (conforme item 3.6.).
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3.5. Procedimentos histoguimicos

3.5.1. Histoquimica de periodic acid Schiff (PAS)
A histoquimica de PAS foi realizada nos seguintes materiais:
a) cortes de parafina dos explantes de gléndula metrial (controle, 24 ¢
£8h pos-cultive) obtidos em 3.4.3.;
b) céluias em suspensao no meio de cultivo, apds 24 e 48 horas de
cultivo, obtidas em 3.4.1.1;
c) células aderidas a laminulas de vidro ou plasticas, apés 24 e 48 horas
em cultivo, obtidasem 3.4.2.1.
A reacio de PAS foi precedida pelo tratamento com amilase, diluida a 1%
em agua destilada, 3 37°C, durante 45min a2 1 hora.
As etapas da reacio constituiram-se em;
lavagem em dgua destilada;
oxidagao com acido periddico 0,5% durante 10min;
lavagem em agua destilada durante 5min:
reativo de Schiff durante 9min no escuro;
lavagem répida em adgua destilada;
lavagem em bissulfito de sédio 0,5% durante Imin;
lavagem em dgua destilada;

coloracdo com hematoxilina de Harris, durante 15 segundos;

L N e R W N e

tratamento com solucio saturada de carbonato de litio, durante 15
segundos;

10.desidratacdo em gradiente crescente de etanol (70, 80, 95 e 100%), 5min
cada;

11.montagem em bdisamo sintético - Entellan,
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3.5.2. Histoquimica de lectina DBA

A histoquimica de lectinas foi realizada nos mesmos materiais
submetidos a histoguimica de PAS.

A sequéncia para esta reacdo constituiu-sz em:

1. lavagem em tampao-fosfato-salina 0,05M, pH 7,4, durante 15min;

2. tratamento com tampao fosfato-salina 0,01M, pH 7,4, contendo perdxido de
hidrogénic a 0,3%, durante 30 min, em cémara Umida, & temperatura
ambiente.

3. lavagem em tampao-fosfato-salina 0,05M, pH 7,4, durante 15min;

%. tratamento com Tampio-fosfato-salina/BSA 1%, durante 30min, em cimara
tmida, 2 temperatura ambiente;

5. incubacdo com lectina DBA conjugada com bictina diluida na proporcéoc de
1:300 em tampao-fosfato-salina/BSA 1%, pH 6,8, durante 3 a 12 horas, em
cdmara umida, a 4°C;

6. lavagem com tampao fosfato-salina 0,05M, pH 7.4, durante 15min;

7. incubaggo com complexo estreptoavidina-peroxidase, durante 1 hora, em
cdmara Uumida, 2 temperatura ambiente;

8. lavagem com tampéo-fosfato-salina 0,05M, pH 7.4;

9. lavagem com tampao-tris-salina 0,05M, pH 7,4;

10. revelagdo com diaminobenzidina (0,5mg/ml) em tampio-tris-salina 0,05M,
pH 7,4 e perdxido de hidrogénio a 0,3%, durante 5min; -

11. coloracéoc com hematoxilina de Harris, durante 15 segundos;

12. tratamento com solucdo saturada de carbonato de litio, durante 15
segundos;

13. desidratacdo em gradiente crescente de etanol (70, 80, 95 e 100%), 5min
cada;

14. montagem em bélsamo sintético - Entellan.

Cada reacdo foi acompanhada de um controle negativo, no qual se omitiu
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a incubacio do preparado com a lectina DBA.

3.6. Procedimentos para microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
Foram utilizados os materiais procedentes de:

a) explantes controle e residuais obtidos apds 24 e 48h de cultivo, obtidos em
3.4.3;

b) pellets de células em suspensdo, apds 24 e 48 de cultivo, obtidos em
3.4.1.2;

c) células aderidas a laminulas de vidro, apds 24 e 48 horas em cultivo, ou seus
respectivos pellets de raspado, obtidos em 3.4.2.2.

Estes materiais, previamente fixados em solugdo de glutaraldeido 2,5%,
foram processados de acordo com as seguintes etapas:

1. lavagem em tampéo-fosfato-salina 0,05M, pH 7 4, durante 15min;

2. posfixacdc em solucdo de tetrdxido de ésmio 1%, em tampao-fosfato de
sédio 0,1M, pH 7.4, durante lhora, a 4°C;

3. lavagem em tampio-fosfato-salina 0,05M, pH 7,4, durante 15min;

4. desidratacdo em gradiente crescente de etanol (50, 70, 80, 95 ¢ 100%)
durante 30min cada;

5. embebicdo em mistura de etanol e o6xido propileno na proporgio 1:1
durante 20 minutos, éxido propileno puro durante 20 minutos e mistura de
oxido propileno e resina epéxi na proporcio 1:1 durante 1 hora;

6. embebicdo em resina pura durante 12 horas;

7. polimerizacdo a 60° C durante 72 horas.

Foram obtidas seccbes semifinas, de 500nm de espessura, no
ultramicrétomo (Leica, modelo Ultracut UCT). Estes cortes foram corados com
Azul de Toluidina a 0,5% para andlise prévia em microscépio de luz.

Os cortes ultrafinos de 70nm obtidos no ultramicrétomo foram
coletados em telas de cobre e contrastados em acetato de uranila a 2%, por 15

minutos, e em citrato de chumbo a 0,5%, por 5 minutos. Os cortes foram
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analisados em microscdpio eletrénico de transmissio LEO Schott Zeiss EM 906.
Em se tratando das células aderidas as laminulas de vidro, apés a
polimerizacdo completa da resina, as laminulas foram removidas apds fratura

em nitrogénio liquido e, entdo, realizada a microtomia.

3.7. Estimativa do rendimento de células NKu aderidas, obtidas a partir dos
explantes da glandula metrial

A estimativa do rendimento de células NKu, obtidas a partir de explantes
da glandula metrial, foi realizada nas populagdes de células aderidas em
laminulas, submetidas 2 histoquimica de lectina DBA.

Para esta estimativa foram empregadas as condigbes de cultivo que se
seguem, mantidas por 24 e 48 horas.

- MEM padrio, acrescido de 5% de SFB;

- MEM padrao, acrescido de 5% de SFB e 20% de MCE;

- RPMI padrio, acrescido de 5% de SFB;

- RPMI padrio acrescido de 5% de SFB e 20% de MCE.

As populacdes de células aderidas foram computadas em sua totalidade,
com as contagens tendo sido realizadas em duplicatas. Para esta estimativa,
foram consideradas apenas as células em que se conseguia distinguir o nicleo.
Foram estabelecidos dois grupos:

a) Grupo 1: de celulas NKu aderidas

Foram computadas aquelas células nucleadas, com reacio positiva a
lectina DBA localizada na superficie celular e nos granulos citoplasméticos.

b) Grupo 2: das demais células, excluindo-se as hemdcias.

Foram consideradas todas aquelas células nucleadas, que se

apresentavam negativas 2 lectina DBA.
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3.8. Ensaios in vitro

Para fins de ensaio, as células NKu foram obtidas a partir de explantes
posicionados, dois a dois, sobre laminulas de vidro ou plasticas, dispostas nos
wells de placas de cultivo, contendo 2mli de meio. O meio utilizado foi o RPMI
padrdo acrescido de 5% SFB. Apés 24 horas de cultivo, os explantes residuais e
o meio de cultive foram removidos, e as células aderidas as laminulas foram

lavadas com meio de lavagem Hank’s.

3.8.1. Exposicao de células aderidas 3 lectina DBA

O meio de lavagem Hank’s foi substituido pelo meio RPMI padrio, com
5% de SFB, e acrescido de 1,25 ou 2.5ug/ml de lectina DBA bictinada. As células
foram mantidas neste meioc por 30 minutos, 1 e 2 horas em estufa de
atmosfera timida com nivel de 3% de CO..

Realizados os ensaios, as células aderidas foram lavadas e imediatamente
fixadas em acetona por 10 minutos, a -20° C, para a localizacdo da lectina DBA
em microscopia de fluorescéncia, ou, fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao-
fosfato 0,1M, pH 7,4, por 30 minutos para processamento em MEV.

Como controle dos ensaios, as células foram lavadas em Hanks e
mantidas em cultivo no meio RPMI padrio com 5% de SFB, sem adicio da

lectina.

3.8.2. Localizacao da lectina DBA biotinada pela microscopia de fluorescéncia
Os preparados fixados em acetona foram lavados em PBS 0,1 M, pH 7,4 ¢
incubados com estreptoavidina conjugado a fluoresceina, dilufda a 1:1000 em
tampao-fosfato 0,1M, pH 7,4, por 30 minutos, & temperatura ambiente. Apés
lavagem e montagem em meio Vectashield, as observacdes foram realizadas no
microscopio de fluorescéncia (Eclipse 800, Nikon).
Células aderidas controles (nao expostas 2 lectina DBA) foram fixadas em

acetona por 10 minutos, lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4 e tratadas com
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tampado-fosfato-salina/BSA 1%, durante 30min, em cimara umida, 2
temperatura ambiente. Em seguida, estas células foram incubadas com lectina
DBA conjugada a biotina diluida na proporcio de 1:300 em tampio-fosfato-
salina/BSA 1%, pH 6,8, durante 3 horas, em cidmara dmida, a 4°C. Parz a
revelacdo foi utilizada a estreptoavidina conjugada com fluoresceina, para

observagdo em microscopia de fluorescéncia.

3.8.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEVY)

Células NKu aderidas, submetidas a acio da lectina DBA em diferentes
tempos e concentragdes, foram processadas para avaliacio em MEV.

Os preparados fixados foram submetidos a:

1. lavagem em tampio-fosfato-salina 0,05M, pH 7,4, 3 x 5min;

2. pés-fixaco com tetroxido de 6smio 1% em tampao-fosfato-salina 0,1M, pH
7%, durante 30min;

3. desidratac@o em gradiente crescente de etanol 50, 70, 80, 95 e 100%
durante 10 min cada.

Apés a desidratacio, realizou-se o ponto critico destas amostras e as
laminulas foram montadas em suportes de aluminio (1,3cm de didmetro). Em
seguida, foi realizada cobertura do material com ourofpaladium, empregando-
se um “Sputter Coater”, modelo SCD 050 (BAL-TEC).

As observacbes foram realizadas ao microscépio eletrdnico de varredura

JEOL, modelo JSM - 5800 Lv,
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4. RESULTADOS




Os explantes da glandula metrial mantidos em cultivo aderiam-se na
superficie das laminulas ou das placas de cultivo, embora nido chegassem a se
fixar fortemente 2 mesma, sendo facilmente destacados. Independentemente
das condigdes ou dos tempos de cultivo avaliados, macroscopicamente os
explantes mantinham-se como uma massa tecidual. Nas proximidades destes,
pela microscopia de contraste de fase (fig. 2), foram constatadas
invariavelmente formas celulares aderidas a superficie da placa e formas
celulares em suspensio no meio de cultivo,

As analises morfoldgicas e histoquimicas foram focalizadas nos explantes
mantidos em diferentes condicdes e tempos de cultivo, assim como das células
originadas destes, encontradas tanto em suspensio no meio de cultivo, quanto

aderidas na superficie das laminulas e placas.
#.1. Glandula metrial

4.1.1. Explantes controles (tempo O hora)

Os cortes histolégicos dos explantes-controles de glandula metrial
submetidos a reacdo histoquimica de PAS apresentavam numerosas células
grandes, de aspecto globoso, niicleo ovéide com cromatina descompactada,
nucléolo evidente e citoplasma contendo granulos PAS positivos, amilase-
resistentes. Tais células foram reconhecidas como sendo células NKu (fig. 3).

Junto com as células deciduais negativas & reacao de PAS, as células NKu
formavam traves celulares, delimitando vasos sangiiineos (fig. 3).

Pela histoquimica de lectina DBA foram encontradas, em toda a extensdo
do explante (fig. 4), células de aspecto globoso, niicleo ovéide com cromatina
pouco condensada, nucléolo evidente e citoplasma contendo grianulos DBA
positivos bem delineados, além de intensa marcacio na superficie celular (fig.
5). Esta descricdo e padraoc de marcacdo caracterizam células NKu submetidas 3

histoquimica de lectina DBA,
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Na andlise pela MET foi constatada a presenca de células com citoplasma
amplo, contendo granulos esferoidais de contornos regulares, com dimensdes e
cletrondensidades variadas (fig. 6). Estes granulos apresentavam uma area
central, maior e homogénea e uma regido periférica, constituindo um capuz
eletrondenso formado por intimeras vesiculas membranosas pequenas (fig. 7.
Constatou-se, ainda, a presenga de outras organelas, tais como mitocdndrias,
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico. No nticleo predominava a
cromatina descompactada. Estas caracteristicas ultra-estruturais correspondem
as das células NKu. Tais células foram observadas em meio as células deciduais,
caracterizadas pelo formato poligonal, niclec esférico com cromatina
descompactada e nucléolos evidentes. O citoplasma contendo organelas, tais
como reticulo endoplasmético, complexo de Golgi e mitocdndrias, apresentava-
se mais eletrondenso do que o das células NKu. Foram constatadas algumas

juncdes do tipo adherens e nexus entre estas células.

n.12. Explantes residuais (24 e 48 horas)

Nos cortes histoldgicos de explantes residuais da glandula metrial,
cultivados por periodos de 24 e 48 horas em diferentes meios de cultivo, pode
ser constatada a existéncia de duas regides distintas, sendo uma periférica e
outra central.

Pelo emprego da histoquimica de PAS, foi constatada na regido periférica
a presenca das células grandes, com nlcleo ovdide, cromatina pouco
condensada, e granulos citoplasmaticos PAS positivos (figs. 8 e 9). Tais células,
identificadas como células NKu, foram também observadas com frequéncia
projetando-se na superficie do explante (fig. 8). As celulas do estroma uterino
apresentavam-se aparentemente integras e negativas 2 histoquimica de PAS.
Estas células caracterizavam-se como sendo grandes, com niicleo esférico e

cromatina frouxa, nucléolo evidente, citoplasma amplo e levemente basdfilo.



Foram observadas também células menores, com nicleo esférico, cromatina
condensada e citoplasma levemente basdfilo (figs. 8 e 9).

Ma regifo central do explante, foram observadas raras células integras
positivas a reacdo PAS apds 24 horas de cultivo. As células de dimensdes
diversas apresentavam na sua grande maiovria sinais de degeneracao (figs. 8 ¢
10). A organizacdo das células em traves delimitando os vasos sangiiineos, no
mais fol observada em quaisquer dos explantes residuais obtidos apéds cultivo ns
condigbes empregadas.

Por meio da histoquimica de lectina DBA constatou-se reacio positiva nos
granulos citoplasmaticos e na superficie das células NKu concentradas na regiao
periférica do explante mantidas em cullivo por 24 e 48 horas,
independentemente do meio de cultivo utilizado (figs. 11 e 12). Nesta regido
foram também encontradas células do estroma endometrial lectina DBA
negativas, predominando aquelas que apresentavam niicleo ovédide, com
cromatina descompactada, nucléolo evidente e citoplasma bastante amplo,
porém claro (figs. 11 ¢ 12).

Na regido central de explantes residuais mantidos 24 horas em cultivo,
foram encontradas raras células lectina DBA positivas integras 2 semelhanca do
que foi observado com a técnica de PAS. Foi comum observar reagdes DBA
positivas nas células em flagrante estado de degeneracdo e em fragmentos
celulares, Ap6s 48 horas, foram observadas reacdes lectina DBA positivas
apenas em fragmentos celulares (fig. 13).

As regides periférica e central observadas na microscopia de luz, também
foram analisadas no estudo ultra-estrutural dos explantes residuais

Os explantes residuais cultivados por 24 ou 48 horas em meios MEM e
RPMI padroes, sem a adi¢do do MCE, demonstraram a presenca de células NKu
integras na regido periférica (fig. 14), embora também estivessem presentes

células NKu rompidas e em estédgios avancados de degeneragio. Nesta regido, as
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celulas do estroma endometrial também apresentavam caracteristicas ultra-
estruturais bem preservadas na sua grande maloria. Apds 48 horas de cultivo
nestas condigdes, foi constatada fregliéncia maior de células NKu degeneradas,
especialmente na superficie dos explantes, restando apenas fragmentos
celulares e, eventualmente, granulos citoplasmaticos caracteristicos (fig. 15).

Com a suplementacio pelo MCE tanto em meic RPMI quanto em MEM
contatou-se, j& em 24 horas de cultivo, maior incidéncia de células NKu
rompidas ou demonstrando sinais de degeneracdo, a semelhanca do que se
observou em cultivo de 48 horas sem suplementacdo do MCE. Em 48 horas,
com a suplementacdo pelo MCE, predominavam células rompidas e
degeneradas.

Iindependentemente das condigbes de cultivo e tempos empregados, a
regido central dos explantes residuais apresentava uma degeneracéo celular
generalizada. A identificacdio de resquicios de células NKu, nesta regido, foi
possivel apenas quando da presenca de seus granulos citoplasméticos ainda
preservados. Estas células exibiam nucléolo com extensas dreas de cromatina
condensada e formacbes vesiculares no citoplasma, além da membrana
plasmatica apresentar-se descontinua (fig. 16). As células do estroma uterino
apresentavam-se igualmente degeneradas (fig. 17). Em meio aos fragmentos
celulares era comum a presenca de granulos citoplasmaéticos de células Nku
totalmente livres.

Apds 48 horas de cultivo, especialmente nos explantes cultivados em
meios suplementados com o MCE, constatou-se na regido central um
predominio de fragmentos celulares de origem irreconhecivel (fig. 18).

Os explantes mantidos em meios de cultivo MEM ou RPMI, com a adicao
do SFB a 5 ou 10% , ndo apresentaram células NKu com padroes histoquimicos

e morfoldgicos diferentes entre sf.



4.2, Células aderidas

Independentemente das condicdes de cultivo adotadas, formas celulares
com morfologias diversas, bem como hemécias, foram observadas aderidas na
superficie das placas de cultivo ‘ou das laminulas. Estas células rareavam a
medida que elas se afastavam do ponto de aderéncia do explante, formando um
gradiente de concentracio celular (fig. 2.

Com 24 horas de cultivo, quando observadas ao microscdpio de
interferéncia, destacavam-se células globosas grandes, contendo granulactes
citoplasmaticas e pequenas goticulas lipidicas (fig. 19). Freqlientemente estas
células apresentavam finos prolongamentos citoplasmaticos na sua superficie,
uniformemente distribuidos, ou concentrados em regides especificas. Pela
histoguimica de PAS, estas células foram caracterizadas como sendo células NKu
pelo seu nucleo geralmente excénirico, contendo nucléolo evidente e pelo
amplo citoplasma, repleto de conteudo PAS positive amilase resistente (fig. 20).

Por meio da histoguimica de lectina DBA, grande quantidade de células
obtidas de cultivos por 24 horas, sem o MCE, foram igualmente identificadas
como sendo células NKu dada a positividade na superficie celular (figs. 21 ¢
22).

Tanto na histoquimica de PAS como na histoquimica de lectina DBA,
ainda foram observadas células pequenas PAS e DBA negativas. Estas
apresentavam nucleo esférico, cromatina condensada, citoplasma pouco corado
e reduzido. Foi também constatada a presenca de células maiores PAS e lectina
DBA negativas, de formato alongado e contorno irregular, contendo niicleo
geralmente eliptico, com cromatina descondensada, nucléolo evidente e
citoplasma amplo e pouco corado. Estas células foram identificadas como
fibroblastos (fig. 21).

Na analise pela MET, dentre as células aderidas obtidas em 24 horas de

cultivo sem a adicdo do MCE, as células NKu foram facilmente reconhecidas,
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uma vez que conservavam o0s seus gréanulos citoplasmaticos caracteristicos
observados para as células NKu dos explantes-controles da glandula metrial
(Fig. 23). Estas células NKu aderidas apresentavam-se menos globosas e exibiam
também prolongamentos celulares. Raras células apresentavam indicios de
degeneracdo.

Nos cultivos de 24 horas suplementados com o MCE, a maioria das
células NKu apresentava, além da granulacdo tipica e goticulas lipidicas, dreas
circulares de grandes dimensoes, distribuidas no citoplasma, quando observadas
em microscopia de interferéncia (fig. 24). Quando observadas ao MET, estas
células apresentavam-se integras, porém exibiam maior acimulo de goticulas
lipidicas, granulos citoplasmaticos de contorno irregular, bem come vesiculas
citoplasméaticas eletronlicidas, aparentemente extraidas, e de limites
membranosos descontinuos (fig. 25).

Com 48 horas de cultivo sem a adicdc do MCE foi constatada pela
microscopia de interferéncia, a presenca de células aderidas globosas mais
volumosas, mais espraiadas e com granulacao citoplasmaética mais evidente, ao
lado de células semelhantes as descritas em 24 horas (sem a adicdo do MCE).
Nos cultivos de 48 horas suplementados com o MCE, muitas destas células
apresentavam estruturas circulares de grandes dimensdes, distribuidas no
citoplasma, tal qual observado para os cultivos de 24 horas, suplementados
com MCE. Constatou-se ainda maior incidéncia de células fragmentadas (fig.
26).

Pela histoquimica de PAS, foram encontradas células NKu com o mesmo
padrdao de marcacio observado em 24 horas. Além destas, constatou-se a
presenca de células PAS positivas maiores e de formatos irregulares,
especialmente em cultivos suplementados com o MCE.

Pela histoguimica de lectina DBA, observaram-se células NKu marcadas

positivamente. Porém, em meios suplementados com o MCE foram encontradas
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células que exibiam um citoplasma mais amplo, muitas vezes de limites
imprecisos ou fragmentado, e apresentavam positividade também nos granulos
citoplasmaticos (fig. 27).

Em andlises ultra-estruturais de células obtidas apés 48 horas de cultivo
sem o MCE, foram encontradas células NKu que apresentavam boa preservacio
quanto ao conteudo citoplasmdtico, porém com édreas acentuadas de
condensagdo cromatinica proximas ao envoltério nuclear (fig. 28). Este mesmo
padrio foi observado em meios suplementados pelo extrato de baco, porém era
mais freqiente a presenca de fragmentos celulares contendo ainda granulos
citoplasmaticos de células NKu.

Nac foram observadas diferencas nos padrdes histoquimicos e
morfolégicos entre as células NKu aderidas se obtidas nos meios de cultivo,

MEM ou RPMI, bem como com a adicdo de concentracdes distintas de soro fetal

bovino nestes meios.

4.3, Células em suspensao

Independentemente das condicbes de cultivo utilizadas, apds 24 horas,
foram observadas, pela microscopia com contraste de fase, formas celulares
integras ern suspensido em meic de cultivo. Com a suplementacio dos meios de
cultivo com o MCE observou-se, além das células integras, fragmentos celulares
em suspensao. Parte destas formas celulares, coletadas por citocentrifugacio e
submetidas a histoquimica de PAS, apresentaram-se PAS positivas amilase
resistentes em todas as condicdes testadas.

Tais células, reconhecidas como células NKu, a exemplo das aderidas,
caracterizavam-se pelo seu nuclec geralmente excéntrico, nucléolo evidente e
por um citoplasma amplo, repleto de contetido PAS positivo (fig. 29). Em meio
a estas células, também foram observadas células PAS negativas, pequenas, que
apresentavam nucleo esférico, cromatina condensada e citoplasma pouco

corado (fig. 29). Foi também constatada 2 presenca de células volumosas PAS
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negativas, que apreseniavam nucleo geralmente eliptico, com cromatina
descondensada, nucléolo evidente e citoplasma amplo e pouco corado que
acompanhava o formato do nucleo. Estas celulas foram identificadas como
fibroblastos.

A histoquimica de lectina DBA revelou, dentre as células em suspenséo, a
presenca de populacdes celulares em suspensdo cuja superficie celular ¢
granulos citoplasméticos mostravam-se  positivos a esta reacao,
independentemente das condigdes de cultivo utilizadas. Tais celulas foram
reconhecidas como células NKu, porém de aspectc mais globoso (fig. 30)
quandc comparadas &s células aderidas obtidas nas mesmas condigdes.

Pela MET das células em suspensio obtidas apds 24 horas de cultivo, as
células NKu foram facilmente reconhecidas por meio de seus granulos
citoplasmaticos. Estas células apresentavam caracteristicas ultra-estruturais
semelhantes aquelas observadas nas células NKu dos explantes controles e nas
células aderidas, exceto pelo maior actimulo de glicogénio e goticulas lipidicas
(Fig. 31). Ao lado destas formas caracteristicas foram observadas também
células cujo nucleo apresentava acentuada condensacdo cromatinica e
freqlientemente, células cujos limites da membrana plasméatica eram
(indefinidos) imprecisos. Algumas destas células exibiam numerosas formacoes
vesiculares no citoplasma e foram reconhecidas como sendo células NKu apenas
pela presenga dos granulos citoplasmdticos caracteristicos (Fig. 32). Nos
cultivos suplementados com o MCE, foram observadas células NKu com padrao
morfologico semelhante, sendo wmais frequente a presenca de células
fragmentadas. Outras células provavelmente perfencentes ao estroma
endometrial também apresentavam-se rompidas ou com aspecto ultra-
estrutural indicativo de degeneracdo.

Apos 48 horas de cultivo, sem a adicio do MCE, foi observada pela

microscopia de contraste de fase a presenca de células globosas em suspensao,



aparentemente integras, ao lado de fragmentos celulares. Nos cultivos
suplementacﬁos com o MCE, predominavam fragmentos celulares.

Pelas histoquimicas de PAS e lectina DBA destas formas celulares obtidas
por citocentrifugacio foram encontradas células que apresentavam padroes de
marcacio semelhantes aos observados em 24 horas. No entanto, em 48 horas,
ressaltou-se a presenca de células PAS e lectina DBA positivas maiores e células
rompidas, especialmente em cultivos suplementados com o MCE. Pela MET, n&o
foram encontradas células NKu integras nestas condicdes. As poucas células
identificadas como sendo células NKu apresentavam-se com limites celulares
imprecisos, citoplasma contendo intmeras vesiculas membranosas, além dos
granulos caracteristicos destas células e o niicleo com grumos de condensacédo
cromatinica (Fig. 33). Em meios suplementados com o MCE, foram observadas
células NKu com estas mesmas caracteristicas, sendo ainda freqgliente 2
presenca de granulos citoplasmaticos livres em meio aos fragmentos celuiares.

Nao foram constatadas outras diferencas nos padrdes morfoldgicos ou
mesmo histoquimicos entre as células NKu obtidas de cultivos em meio RPMI

ou MEM, bem como pela variacao da concentracio de soro fetal bovino.

44, Indice de rendimento relativo de células NKu aderidas

Foi realizada a quantificacao de células lectina DBA positivas dentre as
populagdes celulares aderidas obtidas de explantes da glandula metrial
mantidas nas diversas condicdes de cultivo empregadas. Os valores relativos
destas contagens estdo sumariados na Tabela I.

O emprego do meio MEM em iguais condigdes resultou no indice de
59,21%, indice este que, embora inferior ao obtido com o emprego do RPMI em
quaisquer condicdes, foi o maior entre aqueles obtidas com o uso do meio MEM,

O maior indice de células NKu obtidas apds 24 horas de cultivo foi com o
emprego do meio RPMI sem a adicio do MCE, resultando em 72,23% de células,

enguanto com ¢ meio padrao resultava em apenas 50,71%.
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Em 24 horas de cultivo, ao contrario do que se verificou em 48 horas, a
suplementagdo com o MCE, tanto no meio RPMI quanto em MEM, ndo resultou

em maior indice relativo de células NKu,

Tabela I - Proporcio de células NKu DRA positivas obtidas a partir dos
explantes da glandula metrial submetidos as variacdes na composicio dos meios

e nos tempos de cultivo.

e

MEM acrescide

RPMI | RPMI acrascido

padrio |de 20% de MCE| padrio | de 20% de MCE

MEM

o4 horas | 50.7.% #3.74% 72.23% 6041%

%48 horas 43.03% 59.21% 70.90% B4 42%

4.5, Efeito da exposicio da lectina DBA sobre as células NKu aderidas

As células submetidas aos ensaios in vitro, sob exposicao de diferentes
concentracoes (1,25 e 2,5ug/ml) e pulsos (30 minutos, 1 hora e 2 horas) de
lectina DBA biotinada, foram avaliadas quanto ao padrdc morfoldgico (MEV) e
distribuicio do conjugado lectina-biotina, revelada pela streptavidina-
fluoresceina (microscopia de fluorescéncia).

Pela microscopia de fluorescéncia, as células NKu obtidas em condicdes-
controle, apresentaram a lectina DBA distribuida homogeneamente em toda a
superficie celular e nos granulos citoplasmaticos (Fig. 34). Em MEV, estas
células eram caracterizadas pelo aspecto globoso e pela presenca de filopddios e
projegdes folidceas, das quais emergiam projegdes semelhantes a microvilos (fig.
35). Estas estruturas eram livres, porém os filopddios também foram
observados na base das células, estando totalmente aderidos & superficie da
laminula de vidro. Estas caracteristicas morfoldgicas e distribuigio da lectina
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DBA encontradas nas células NKu controles foram convencionadas como perfil
1.

Apos exposicdo da lectina DBA, em diferentes concentracgdes e tempo de
atuacio, as células NKu aderidas apresentaram diferentes padrdes de
distribuicdo da lectina, bem como wmorfoldgicos, constatadas respectivamente
pela microscopia de fluorescéncia e pela MEV. Pela freqiiéncia e constancia em
que estes padrdes foram observados, destacaram-se 3 (trés) perfis distintos,

além daquele correspondente ao perfil 1.

Perfil 2 -

Caracterizavam-se como células NKu globosas que, em microscopia de
fluorescéncia, mostravam a lectina DBA concentrada em uma regido especifica
da superficie celular (capuz} que coincidia fregiientemente com uma
protuberancia na superficie celular (fig. 36).

Quando da observacdo em MEV, estas células apresentavam contorno
irregular com uma grande projecao (bud) de formato quase sempre globular
na sua superficie celular. A superficie desta protuberéncia apresentava-se
rugosa, diferindo do restante da superficie celular que se apresentava
relativamente lisa, embora exibissem algumas projecdes semelhantes a
microvilos (fig. 37). Freqglientemente constatava-se a presenga de um conjunto

de filopédios em uma das extremidades da célula.

Perfil 3 -

Em microscopia de fluorescéncia, estas células NKu exibiam uma
distribuicdo homogénea para a lectina DBA na superficie celular. Apresentavam,
no entanto, limites celulares imprecisos, aparentando fragmentacio
citoplasmatica, sendo encontrados granulos citoplasmaticos também marcados

pela lectina DBA no interior das células ou fora do limite destas (fig. 38).
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Em MEV, estas células exibiam intimeras protuberancias na superficie
celular, de dimensbes menores que aquelas projegdes globosas observadas no
perfil 2 (fig. 39). Algumas estruturas esféricas que apresentavam a sua
superficie com textura semelhante as protuberdncias foram encontradas

isocladas, distantes das células NKu.

Perfil 4 -

Em wnicroscopia de fluorescéncia, as células NKu apresentavam limites
imprecisos, freqlentemente fragmentadas e intensamente marcadas pela
lectina DBA. Algumas estruturas esferoidais apresentando fluorescéncia anular
foram encontradas em meio as células fragmentadas (fig. 40).

Em MEVY foram encontradas raras células integras. junto aos fragmentos
celulares ou nos vestigios de onde estavam aderidas as células NKu, foram

encontradas estruturas esféricas pequenas (fig. 41).

A exposicdo da lectina DBA em diferentes concentragdes e tempo nas
células NKu in vitro resultou em diferentes padrdes de respostas destas células
(perfis 2, 3 e &), sumariadas na tabela IL

Dentre estes padrdes destaca-se a incidéncia do perfil 2 (formacéo da
projecédo globular fluorescente na superficie das células NKu) como sendo o
efeito da lectina em 30 minutos, independentemente da sua concentragdo. Apos
1 hora, a localizacdo em forma de capuz da lectina j& ndo estd presente,
estando distribuidas uniformemente na superficie celular das células NKu
(perfil 3). Com 2,5ug/mli de lectina, durante 2 horas, verificou-se predominio

de formas fragmentadas ou degeneradas (perfil 4.
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Tabela II- Distribuicdo dos perfis observados nos ensaios in vitro com

emprego de diferentes concentracdes da lectina DBA e tempos de cultive.

30 minutos
- 1% 4 1% 4 1% &
1,25ug/mi 1,2% 3, 4% 2, 3% 4 Z,3% 4
2,5ug/mi 2%, 3, % 2, 3% & 2,3, 4*

(0) - células NKu controle, sem exposicéo a lectina

(*) perfil observado em maior freqliéncia
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5. DISCUSSAQ




Os estudos por meio da fenotipagem (MUKHTAR & STEWART, 1989;
PARR et alf., 1990b; LINNEMEYER & HAMILTON, 1990; ZHENG et af, 1991a,
CROY & KISO, 1993: VAN DEN HEUVEL et al, 1996), avaliacdo da atividade
litica (CROY et al, 1991c) e comparagdes em animais imunodeficientes
(STEWART & PEEL, 1980; CROY et ol, 1991a; GUIMOND et al, 1997;
GUIMOND et ol, 1998) permitiram caracterizar as células granulosas da
glandula metrial como sendo pertencentes 2 linhagem de linfocitos NK.

J4 a elucidacgo dos mecanismos que envolvem a atuacio das células NK
do ambiente uterino nido tem sidoc bem sucedida devido, de um lado, as
diferencas existentes entre estas e as demais células NK. Do outro lado, o
ambiente uterinc em toda a sua complexidade parece ser o fator determinante
nos mecanismos da migracdo, proliferacio e diferenciagdo das células NKu
durante a gestacio.

Com o intuito de se estabelecer um modelo de estudo in vitro em que se
possa controlar as varidveis que influenciariam na proliferacéo, diferenciacéo e
comportamento funcional das células NKu, em nosso estudo, preconizamos o
isolamento destas células a partir do cultivo de explantes da glandula metrial.

O procedimento empregado em nosso estudo para a obtencac de células
NKu a partir de explantes da glandula metrial foi inicialmente descrito por
MUKHTAR & STEWART (1988). Tal procedimento fundamenta-se no fatc da
glandula metrial ser considerada uma estrutura transitéria do dtero prenhe
constituida pelas células NKu (ZHENG et al 1991c, ZHENG et al, 1993;
LINNEMEYER & POLLACK, 1994) e, portanto, potencialmente uma fonte para
obtencao e isolamento destas células.

No presente trabalho, utilizaram-se explantes das glandulas metriais
obtidas de camundongos no 8° ddg para fins de cultivo, ao contrédrio de outros
autores que utilizaram doadoras em estigios mais avancados de gestacdo
(MUKHTAR & STEWART, 1993a; CROY et al, 1997¢). Embora a maioria das

células NKu encontradas a partir do 10° ddg estejam plenamente diferenciadas
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e ricas em grénulos citoplasméticos grandes, verificam-se & algumas células
com sinais indicativos de degeneracdo nesse dia (PAFFARO JR et al, 1999).
Além disso, DELGADO et al (1996) relataram que a partir do 12° ddg, as
células NKu iniciam um processc de morte celular programada, culminando
com o seu desaparecimento do ambiente uterinc ao final da gestacdo.
Recentemente, CROY et al (1997c), demonstraram ainda que, a partir deste
periodo, aproximadamente a metade das células Nku presentes nos sitios de
implantagdo apresentam fragmentacdo nuclear, indicando um processo de
morte celular.

Supde-se, portanto, que estando presentes entre a populacio de células
NKu totalmente diferenciadas, aquelas que j& tenham iniciado um processo
degenerativo progressivo, ndo sejam as ideais para a realizacdo de estudos in
vitro, que procurem avaliar a resposta celular.

De acordo com PAFFARO JR et al (1999), no 8° ddg, séo encontradas
células plenamente diferenciadas, ao lado de células menos diferenciadas,
porém séo ?ouco frequentes aguelas com sinais de degeneracdo. Deste modo,
em nosso estudo, optou-se por utilizar explantes de glandula metrial de 8° ddg
pressupondo a obtencio de células NKu mais promissoras para manutencio in
vitro.

As nossas observacdes das secgOes histoldgicas de explantes controles de
glandulas metriais de 8° ddg, submetidas as reacdes histoquimicas de PAS e
lectina DBA, confirmam a presenca de grande quantidade de células NKu, PAS ¢
lectina DBA positivas, em meio as células deciduais, negativas a estas reacdes. A
histoquimica de PAS tem sido amplamente utilizada para identificacdo das
células NKu (WISLOCKI et al, 1957; BULMER & DICKSON, 1960; STEWART &
PEEL, 1977; PEEL, 1989), embora ndo apresente grande seletividade. A lectina
DBA em métodos histoquimicos tem sido relatado como um marcador de alta
seletividade para as células NKu de camundongos (CORREA DA SILVA et al,

1996; CORREA DA SILVA, 1997; PAFFARO Jr. et al, 1999). Pela microscopia
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eletrdnica foram identificadas igualmente as células NKu, cujas caracteristicas
ultra-estruturais eram em tudo semelhantes aquelas descritas na literatura
(STEWART & PEEL, 1977; CORREA DA SILVA, 1997).

O uso da glandula metrial como explanie de cultivo primério para
obtencdo de células NKu fundamenta-se no principic de que estas células
tenham capacidade de migrar para o meio de cultivo (MUKHTAR & STEWART
1988). De fato, foi constatada desde o inicic a presenca de células NKu fora dos
limites do explante independentemente das condicdes de cultivo, atestando a
eficiéncia do explante como fonte de células NKu. Por outro lado, houve a
preocupacio em avaliar o comprometimento do explante residual mantido in
vitro quanto & sua manutencdo como fonte de celulas NKu.

Chamou a atencao em nossos resultados o fato de, apds o periodo de 24
e 48 horas de cultivo, os explantes residuais exibirem no seu interior um
gradiente de alteracdes degenerativas tanto da histo-arquitetura do estroma
endometrial, quanto das células que a consitituiam. Isto &, mesmo apds 24
horas de cultivo, enquanto a regido periférica apresentava células NKu com
melhor preservacdo ultra-estrutural, constatava-se na regiao central dos
explantes, a completa degeneracao da histo-arquiteturs, acompanhada da
degeneracdo das células NKu. Apds 48 horas, o comprometimento da regido
central se acentua, quando independentemente das condicdes de cultivos
adotadas, nao foram verificadas quaisquer formas celulares integras.

Estes resultados corroboram com os relatos de LINNEMEYER & POLLACK
(1991) que descrevem as alteracdes degenerativas que tém lugar na regido
central dos explantes residuais paralelamente & auséncia de células NKu nesta.

A acentuada degeneracidc da regido central do explante pode ter sido
desencadeada por diversos fatores. Uma das possiveis causas pode estar
relacionada ao fato dos explantes cultivados, de quaisquer tecidos, tenderem a
apresentar necrose em sua regido central. Este fendmeno seria desencadeado

pelo trauma inicial da explantacio e, posteriormente, pela deficiéncia na
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oxigenacdo desta regido, especialmente em explantes grandes (LASNITZKI,
1986). Fundamenta-se esta hipdtese baseado na degeneracéo observada tanto
em 24 quanto em 48 horas, acometendo igualmente as células do estroma
uterino ¢ as células NKu. Pelas condi¢des empregadas no presente experimento
njo se pode contudo, estabelecer quais tipos celulares sdo primariamente
comprometidas na sua manulencio in vitro.

H4 de se ressaltar, porém, a dependéncia do crescimentoe e diferenciacao
de determinados tipos celulares pelos componentes do estroma (matriz
extracelular e células). LINNEMEYER & POLLACK (1991) atentam para esta
possibilidade, sugerindo uma importante interacio justdcrina entre as células
do estroma do explantes e as células NKu para a manutencdc da viabilidade
destas células mesmo em cultivo. E provdvel ainda que fatores soltiveis
produzidos por células do estroma possam influenciar as células NKu presentes
no interior do explante ocu mesmo condicionando o meio de cultivo. O fato das
células NKu estarem sempre confinadas na regido da glandula metrial do dtero
prenhe & uma evidéncia indireta de que o estroma uterino desta regido possa
apresentar caracteristicas proprias inexistentes em outras regides do utero. Em
vista disso, € possivel gue um desequilibrio funcional das células do estroma ou
nas interacdes justédcrina e parécrina entre estas e as células NKu, decorrido das
condicbes de cultivo, possa comprometer diretamente a viabilidade ou
comportamento das células NKu presentes na regido central dos explantes.

Considerando que as células NKu exibem potencial para causar a lise
celular, pode-se propor que o desequilibrioc do seu wmicroambiente possa
desencadear a degeneracdo destas células, com a liberacio do conteudo
citolitico de seus granulos. Uma vez liberados, os mediadores citoliticos, tais
como perforina e serinas esterases, poderiam atuar indistintamente nas células
do estroma decidual, acelerando a lise nao apenas destas células, mas também
das proprias células NKu deste local. A acentuada degeneracdo observada na

drea central do explante, logo em 24 horas de cultivo, restando apenas grande

49



quantidade de fragmentos celulares, poderia ser resultante deste processo litico
acelerado. A presenga de grinulos citoplasmaticos livres em meio a fragmentos
celulares no interior dos explantes residuais, conforme constatada em nosso
experimento, & uma evidéncia sugestiva de que a degeneracio das células NKu
possa ter contribuldo para a degeneragéo de outros tipos celulares ali

presentes.

Em nosso experimento, o meio condicionado esplénico (MCE) foi utilizado
como suplemento para induzir a migracio de células NKu para fora dos
explantes de glandula metrial. O MCE obtido a partir de culturas de células
esplénicas estimuladas pela Con-A, é considerado rico em IL-2 {(GULLBERT et al,
1981), a qual estimula a migracio de células NKu (LINNEMEYER & POLLACK,
1991). De fato, a suplementacao dos meios de cultivo com MCE resultou em
maior numero de células NKu. Porém, os explantes residuais mantidos nestas
condicbes apresentaram acentuada degeneracdo celular, principalmente na
regido central, se comparados aos explantes mantidos em meios néo
suplementados. Em vista disso, o MCE poderia estar envolvido no desequilibrio
das interagdes justdcrina efou pardcrina entre as células que compdem a

glandula metrial.

Como resultante do cultivo de explantes da glandula metrial foi
constatada a presenca de formas celulares aderidas e em suspensdo no meio de
cultivo. Independentemente das condicdes de cultive utilizadas, o emprego das
técnicas histoquimicas de PAS e lectina DBA identificaram células positivas a
estas reacdes dentre estas populacdes de células. A positividade a estas duas
técnicas histoquimicas sdo peculiares as células NKu, conforme constatado in
situ por CORREA DA SILVA (1997). Resultados semelhantes foram encontrados
nas andlises dos explantes residuais, demonstrando a presenca de células NKu
PAS e DBA positivas, cujas caracteristicas morfoldgicas eram semelhantes
aquelas encontradas in situ no endométrio.
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A facilidade na obtencdo de células NKu a partir de culturas de explantes
da glandula metrial tem sido atribuida & capacidade que estas células teriam de
migrarem para fora dos mesmos {MUKHTAR & STEWART, 1988). De fato, as
células NKu ndo sio células residentes permanentes do ambiente uterino,
estando presentes apenas na gestacio (DELGADO et al,, 1996). Sendo as células
NKu, células de origem medular (PEEL et al, 1984), as formas precursoras
necessitam transpor a parede endotelial dos vasos para se estabelecerem no
ambiente uterino.

A esta mobilidade celular se somam as evidéncias de que as células NKu
que se diferenciam em meio as células do estroma da glandula metrial séo
freqiientemente encontradas na luz de vasos sangiilneos, sugerindo a migracao
para este compartimento (STEWART & PEEL, 1978; STEWART, 1991), e para o
interior da placenta fetal (STEWART & PEEL, 1978).

A localizacso de células NKu distantes do ponto de adesdo dos explantes,
reflete a capacidade migratdria inerente deste tipo celular também in vitro.
LINNEMEYER & POLLACK (1991) atribuem a atividade migratdria das células
NKu do explante em cultivo a tentativa de escapar da regido central em
degeneraciio para uma regido periférica e desta para o meio de cultivo, onde
deve existir nutrientes acessiveis,

A migracao celular requer a expressao de receptores da superficie celular
e a interacdo destes aos componentes da matriz extracelular (KISO et al,
1992a). As células NKu, tal como as demais NK, expressam tais receptores
(KISO et al, 1994, CROY et al, 1997a). No entanto, estes podem ter sua
distribuicio e especificidade alterada em funcdo do grau de diferenciacao
(SOMERSALO et al,, 1992; BURROWS et al, 1993; KISO et al, 1994; SLUVKIN
et al, 1994). Acredita-se que, in vivo, a atividade migratdria seja uma
caracteristica de células NKu em estégio final de diferenciacio, uma vez que
células plenamente diferenciadas sdo observadas mno interior de vasos

sangiiineos (STEWART & PEEL, 1980).
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Frente a estas consideracdes, é plausivel supor gue as células NKu
degeneradas encontradas na regido central dos explantes apds 24 ¢ 48 horas de
cultive correspondam as células NKu ndo totalmente diferenciadas, presentes
no explante O hora e que ndo tiveram a capacidade de migrar para fora dos
mesmos. Por outro lado, pode se supor também que mesmo as células NKu com
capacidade migratdria, presentes no centro dos explantes, tenham iniciado um
processo degenerativo, em decorréncia das condicdes de cultive. A brusca
alteragioc do microambiente poderia estar afetando a interacdo e resposta
entre as células presentes na glandula metrial.

Desta forma, as células NKu encontradas {(aderidas e em suspenséo) no
meio de cultivo certamente ndo correspondem a totalidade das células NKu
presentes no explante. Aquelas encontradas fora dos explantes da glandula
metrial cultivados provavelmente correspondam as células NKu que estavam
proximas ou junto & regido periférica dos mesmos e que apresentavam
capacidade migratdria, ou se diferenciaram a tempo para serem capazes de
migrar para fora dos mesmos.

Embora tanto a forma aderida quanto a forma em suspensdo de células
NKu obtidas no cultivo tenham apresentado reatividade semelhantes as
histoquimicas de PAS e lectina DBA, a andlise ultra-estrutural revelou gue as
amostras de células em suspensdo apresentavam maior proporcgéo de células
NKu com indicios de degeneracao. A degeneracio pode ser artefatual,
decorrente do processamento empregado para a concentragdo desta populacdo
celular. No entanto, mesmo as células NKu em suspensao que apresentavam
aparente integridade ultra-estrutural, distinguiam-se daquelas observadas in
situ por apresentarem maior actimulo de glicogénio e goticulas lipidicas.

Em nossc experimento, as células NKu com melhor preservacio ultra-
estrutural foram encontradas para as formas aderidas provenientes dos
cultivos de 24 horas em meio padrdes, RPMI e MEM, sem a adicao do MCE.

Nestas condicdes, além da preservacio dos padrdes histoquimicos (PAS e lectina
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DBA), as células NKu exibiam as caracteristicas morfoldgicas ultra-estruturais
semelhantes as observadas para as células NKu encontradas in situ.

Segundo HELANDER & TIMONEN (1998), as células NK sdo as células
mais adesivas dentre os linfécitos isolados in vitro. Considerando-se que a
aderéncia celular das células NK seja um indicativo de sua viabilidade e tendo
em vista as similaridades existentes entre as células NKu e as demais NK,
presume-se que as celulas NKu aderidas observadas nos cultivos correspondam
aquelas mais sadias e vidveis. Além disso, a forma aderida das células NKu
apresentavam, em MEV, a morfologia caracteristica deste tipo celular em
cultivo descrito por MUKHTAR & STEWART (1993b).

Ainda que céiulas NKu aderidas com caracteristicas ultra-estruturais bem
preservadas pudessem ser obtidas, tanto a partir de cultivos em meio MEM,
quanto em meio RPMI, a estimativa do rendimento destas células revelou que a
sua proporgdo era sempre maior quando os explantes eram cultivados em meio
RPMI, independentemente do tempo de cultivo e da adicao, ou ndo de MCE.

Em nosso trabalho, o maior rendimento de células NKu aderidas obtidas
de explantes da glandula metrial foi alcancado com o cultivo destes, por 48
horas, em meio RPMI suplementado com o MCE. Considerando que a migracao
de células NKu para fora dos explantes de glindula metrial é dependente da
quantidade de IL-2 adicionada ac meic de cultivo (LINNEMEYER & POLLACK,
1991), é possivel que o rendimento superior dos cultivos de glandula metrial
em meio RPMI suplementado com o MCE seja decorrente da atividade da IL-2,
presente em elevadas concentracdes neste ultimo.

De acordo com GULLBERG et al (1981), ¢ MCE obtido a partir do
sobrenadante de culturas de células esplénicas estimuladas pela Con-A é uma
excelente fonte de IL-2. Esta interleucina é, por sua vez, capaz de estimular uma
serie de respostas celulares, tais como proliferacao, diferenciacao, incluindo até
mesmo a geragdo de células citotdxicas (BAKER ef al, 1978; INOUE & SENDQ,
1983).



Em nosso estudo, se de um lado, a suplementacdc dos meios de cultivo
com o MCE resultou em maior propor¢io de células NKu, do outro lado, a
anglise ultra-estrutural revelou que a integridade destas estava mais afetada.
Isto é, especialmente em cultivos perdurados por 48 horas com o MCE, as
células NKu apresentavam-se rompidas, com formagdes de fragmentos
citoplasmaticos vesiculares e nucleo, cuja cromatina exibia aspecto apoptético.
Constatou-se ainda que as células NKu, assim obtidas, apresentavam marcacio
com a lectina DBA também nos granulos citoplasmaéticos, indicando que a
lectina teve acesso ao substrato presente nos granulos. Tal marcagio deve ser
decorrente da solucdo de continuidade da membrana plasmatica, atestando o
comprometimento da integridade celular.

Além disso, nos cultivos suplementados com o MCE, muitas células
aparentemente integras apresentavam estruturas circulares no citoplasma,
distintas da granulagdo ou de goticulas lipidicas, quando observadas em
microscopia de interferéncia. Em MET, estas imagens foram correlacionadas as
vesiculas eletronlicidas do citoplasma, aparentemente extraidas, e com limites
membranosos descontinuos.

Baseado nestas observacdes, conclui-se que a suplementacio do cultivo
de explantes da glandula metrial com o MCE, bem como o cultivo perdurado
por mais de 24 horas, resultam em células NKu cujas caracteristicas ultra-
estruturais  denotam  comprometimento da sua  integridade e
conseqiientemente, da sua viabilidade.

As condicdes estabelecidas em nosso trabalho n@c nos permite
determinar quais fatores presentes no MCE sdo responsaveis pelo acentuado
processo de degeneracdo observado nas células NKu. Dada a elevada
concentracao e atividade de IL-2 neste extrato (GULLBERG et al, 1981; DRAKE
& HEAD, 1989), é possivel que esta citocina contribua também para as
alteracbes morfoldgicas observadas. Embora LINNEMEYER & POLLACK (1991)

tivessem empregado a IL-2 nos cultivos de explantes da glandula metrial,
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constatando seu efeito indutor na migracao de células NKu para fora destes,
nao descreveram o efeito em bases ultra-estruturais.

Deste modo, se de um lado o MCE resulta em maior proporgao de células
NKu a partir do explante de glandula metrial, de outro lado, € inegdvel o efeito
deletério constatado nas caracteristicas ultra-estruturais dos compartimentos
celulares das células NKu. Se a causa da degeneracio acentuada das células NKu
decorre da acfo distinta e especifica da IL-2, ou se da agdo indireta de outros
fatores presentes neste meio condicionado, ou até mesmo da acdo combinada
dos mesmos em um mecanismo sinérgico, merece estudos mais pormenorizados
no futuro.

De acordo com as nossas andlises, os meios de cultivo contendo soro fetal
bovino em concentracbes de 5% ou 2Z0% em combinacdo com outras
suplementagbes, nao resultaram em alteracbes detectdveis nos padrbes
histoquimicos ou morfolégicos das células NKu. Portanto, estabeleceu-se a
adicao de 5% deste componente ac meio de cultivo como sendo suficiente para
a manutencio do meic necessario as NKu.

Assim sendo, pela andlise do conjunto de resultados, pode-se estabelecer
que as células NKu aderidas, obtidas em 24 horas de cultivo do explantes da
glandula metrial mantidos em meio RPMI, acrescido de (5% ou 20%) SFB, sem
a adicio do MCE, foram dentre todas, as que apresentaram melhor preservacio.
O meio de cultive RPMI & amplamente utilizado na manutencio de células da
linhagem linfocitdria in vitro. As células obtidas nestas condicdes foram
avaliadas quanto a sua viabilidade, baseado na manutencio do seu potencial de
resposta frente a estimulos extrinsecos.

Ressalta-se, porém, a falta de dados comprovados em literatura que
atestem quais citocinas ou mediadores quimicos possam atuar de forma efetiva
no comportamento das células NKu. E incontestavel que hd diferencas entre as
NKu e as demais NK, uma vez que as ultimas ndo respondem aos estimulos de

ativacao comprovadamente eficientes para as células NK (CROY & KASSOUF,
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1989; PARR et al, 1990a; CROY et ol, 1991c; CROY & KIS0, 1993; HEAD,
1996; WHITELAW & CROY, 1996; CROY et al, 1996-97).

O insucesso no estabelecimento dos mecanismos relacionados com a
atividade citoliticas das NKu, baseado no conhecimento das NK em geral, faz
pressupor que as primeiras devam expressar receptores de membrana proprios
e especificos. Até o presente momento ndo hd um unico relato que demonstre
qual seria este constituinte de expressio especifica das células NKu e que seria
determinante nos mecanismos de ativacéo efou inibicio destas células. Frente a
esta situacdo, ndo hd ainda qualquer método que possa ser utilizado, para
avaliacdo da viabilidade funcional das NKu in vitro ou in vivo,

A escotha da lectina DBA como possivel agente indutor da resposta
celular para as células NKu in vitro baseocu-se em evidéncias indiretas pelas
quais se pressupds uma possivel acio sobre as células NKu. A principal evidéncia
de que a lectina DBA possa interagir com as células NKu estd nos resultados
obtidos em nosso laboratério que constatou o fato destas células serem as
tnicas da linhagem linfocitdria (HARAGUCHI et al., 1999) ou mesmo dentre os
leucécitos sanguineos (LIMA et al, 1999) que apresentam reatividade na
superficie. Tal seletividade de reacioc deve estar relacionada com a expresséo de
glicoconjugados altamente especificos pelas células NKu, que por sua vez
poderia estar relacionada com o comportamento {mpar destas células no
ambiente uterino. O fato ainda destes glicoconjugados afins a lectina DBA
serem expressos em células NKu mantidas in vitro reforca o indicio da
importancia destes no comportamento das mesmas.

Em células NKu controles ndo expostas aos puisos de lectina DBA, a
analise em microscopia de fluorescéncia revelou a marcacdo homogénea ao
longo de toda a superficie celular. Este padrio de marcacio sugere que os
glicoconjugados DBA reativos esto distribuidos uniformemente em toda a

superficie das NKu, 2 semelthanca do que se observa com as NKu encontradas in

situ no utero prenhe.



Em MEY, estas células NKu controles caracterizavam-se pelo aspecto
globoso e pela riqueza em filopddios, projecdes semelhantes a microvilos e
projecdes folidceas, projetadas em sua superficie celular. A presenca de
filopédios, em quaisquer tipos celulares, estéd relacionada com o movimento
celular, caracterizando assim, células moveis (ALBERTS et al, 1994). Deduz-se,
portanto, que as células NKu obtidas nas condigbes de cultivo estabelecidas
neste experimento apresentam capacidade wmigratéria. Tais observages
corroboram o fato das células NKu exibirem alta motilidade, tantc in situ
(STEWART & PEEL, 1978; STEWART, 1991) quanto in vitro (STEWART &
MUKHTAR, 1988).

As células NKu submetidas aos ensaios com diferentes concentracdes e
tempo de exposicBo & lectina DBA apresentaram alteragbes nos padrdes
morfolégicos e da fluorescéncia localizada na superficie celular. A microscopia
de fluorescéncia foram observadas com frequéncia células NKu, que exibiam
uma area ou mesmo uma projecdo globular da superficie celular, em forma de
bud (perfil 2), intensamente marcada para a lectina DBA, 30 minutos apos a
sua incubacdo tanto com 1,25ug/ml, quanto com 2,5ug{ml de lectina DBA.

Este padrdo de marcacdo na microscopia de fluorescéncia, simulténeo ou
nao a existéncia do bud, demonstra a ocorréncia da formaciao de dominios
especificos na superficie celular, onde estaria concentrada grande quantidade
do glicoconjugado substrato da lectina DBA. Conforme a literatura, este
fendmeno é referido como capping e se estende a outros tipos celulares
(GORMUS et al, 1980; ALBERTS, 1994).

Considerando que as células NKu controles sem o estimulo pela lectina
apresentam marcacdo homogénea na superficie celular, a o perfil 2, com o
capuz fluorescente, sugere que esta lectina seja capaz de induzir o
agrupamento de glicoconjugados em pontos especificos da superficie celular.
Este resultado & semelhante aos relatos de NIETO et al (1998) que, ao

estudarem o papel de guimocinas e da polarizacio celular nas interacdes entre
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células NK humanas e células-alvo (K562), constataram a redistribuicdo de
receptores para determinada citocina em clusters na superficie de células NK,
quando da inducao pela prdpria citocina,

Em MEV, foi observada, em uma grande quantidade de células, a
formacio de uma projecio na superficie celular que se caracterizava pelo
aspecto rugoso e quase sempre globular.

Esta formacio da projecao da superficie celular em forma de bud nas
NKu foi provavelmente induzida pelo efeito da lectina DBA adicionada ao meio
de cultivo. Tal fenbmeno tem sido relatado em células de leveduras
Saccharontyces cerevisiae, que adquirem a forma de shmoo, o qual estd
comprovadamente relacionado a ligacao de horménios a seus receptores, como
resposta celular a estimulos externos (ALBERTS, 1994).

Sob efeito prolongado da lectina DBA, observou-se um maior numero de
células que exibiam aparente fragmentacéo citoplasmatica e perda do conteudo
granular, quando observada na microscopia de fluorescéncia (perfil 3). Da
mesma forma, a anilise ultra-estrutural em MEV constatou células NKu, em
cuja superficie celular estavam presentes pequenas protuberéncias regulares
(perfil 3). Em conjunto, estes perfis indicam o desencadeamento de um
processo celular progressivo, no qual fragmentos celulares, revestidos com
membrana estariam sendo liberados (ou perdidos) pelas células NKu. Estas
imagens no foram observadas em células NKu mantidas em meio de cultivo
padrio, comprovando que as mesmas tenham sido induzidas sob o efeito da
exposicio a lectina DBA.

Fragmentos celulares intensamente marcados pela lectina DBA (perfil 4)
nas proximidades de células NKu de limites imprecisos, com aparente
fragmentacao citoplasmatica e perda do conteudo granular foram observados
em todas as preparagdes realizadas, inclusive nos controles. Células claramente
rompidas, junto aos fragmentos celulares, foram igualmente constatadas em

microscopia de eletrénica de varredura (perfil 4). Estas imagens s@o sugestivas
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de um processo de degeneracdo e/ou ruptura sofrido pelas células NKu. A
intensa marcacdo observada para estas células e fragmentos celulares pode ser
atribuida ao facil acesso da lectina a substratos intracelulares.

Tendo em vista a observacido destes fragmentos em todas as preparagdes
empregadas, inclusive nos controles, sugere-se que as mesmas correspondam a
células e fragmentos celulares presentes no cultivo, antes mesmo da realizacéo
dos ensaios. Portanio, ndo seriam resultantes da adicgo de lectina DBA aos
meios de cultivo, mas sim de um processo degenerativo de algumas células em
decorréncia das condicdes de cultivo empregadas na obtencio de células NKu.

Por outro lado, nos ensaios mais prolongados (2h), com o uso de uma
concentracio mais elevada de lectina DBA-bictina (2,5ug/mD, houve um
aumento pronunciado na freqiiéncia destas imagens. Deste modo, a exposicéo &
lectina DBA-bictina em tal concentracio parece induzir maior labilidade das
células NKu, contribuindo na ruptura ou fragmentacdo destas células.

Ainda que nao fosse objetivo do nosso trabalho estabelecer o mecanismo
de acdo da lectina DBA nas células NKu, algumas consideracdes relevantes
podem ser feitas. As evidéncias s@o bastantes sugestivas de que a lectina DBA
tenha participa¢do na inducdo de respostas por parte das células NKu. Além
disso, embora desconheca-se a natureza do sitio reativo a lectina DBA, presente
na membrana plasmatica, a interacio entre estes desencadeia um conjunto de
fendmenos morfologicamente detectaveis. O rearranjo de glicoconjugados da
membrana acompanhada de alteracdes na forma celular, sugere um efeito
intracelular provocando a reorganizagdo provavelmente dos filamentos do
citoesqueleto. Deste modo, ¢ plausivel supor que estes glicoconjugados reativos
4 lectina, presentes na superficie de células NKu, correspondam a receptores de
superficie, passiveis de ativacdo pela prépria lectina DBA-bictina.

Desta forma, os ensaios com a lectina DBA demonstraram, ndo apens a
viabilidade das células NKu obtidas a partir das condicdes de cultivo de

explantes da glandula metrial estabelecidas em nosso estudo, mas também, que

59



o sftic reativo presente na membrana plasmatica, tem uma importante funcao
no comportamento destas célulsa. Comprova-se assim as premissas com as

quais foi justificada a utilizacdo da lectina DBA nos ensaios in vitro.

CROY et al (1997c) apontavam para a limitacdo desta metodologia de
isolamento de células NKu, no que diz respeito ac numero de células que se
pode obter de um Utero. Aparentemente, estas células néo proliferam em
cultura, de modo que o numero de células obtidas do cultivo de explantes da
glandula metrial seria insuficiente para alguns ensaios imunoldgicos ou para
replicar a cultura (CROY et al, 1997¢). De fato, em nosso estudo, constatou-se
que a quantidade de células NKu que se consegue obter a partir de cada cultivo
de explantes da glandula metrial é limitada. Porém, os ensaios baseados em
células NKu aderidas, conforme preconizados em nossos experimentos,
requerem um numero de células apenas suficientes para serem acompanhadas
pelas diferentes técnicas de microscopia. Desta forma, a resolucdo da resposta
celular avaliada foi limitada a proépria resolucao da técnica de microscopia

adotada.

A avaliagdo ultra-estrutural pela microscopia eletronica de transmisséo
mostrou ser um importante instrumento na avaliacdo da integridade celular. Se
por um lado, as andlises realizadas no nivel da microscopia de luz identificaram
a presenga de céluias NKu em diferentes condigdes de cultivo, por outro lado,
somente a andlise ultra-estrutural permitiu estabelecer de forma inequivoca a

viabilidade destas células baseada na preservacao morfolégica.

Em nossos resultados, demonstramos a presenca de células com a sua
ultra-estrutura bem preservada, particularmente entre as populacdes de células
NKu aderidas, obtidas apés 24 horas em meio RPMI padréo. As células obtidas
nestas condi¢cbes demonstraram manter o potencial de resposta frente a
estimulos extrinsecos, tal como constatado nos ensaios realizados com a lectina
DBA. Estes resultados atestam a viabilidade das células NKu, possibilitando a
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utilizacdo deste modelo em estudos posteriores, para elucidacdo dos

mecanismos de diferenciacio e ativacao destas células.
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6. CONCLUSOES




Com os procedimentos adotados e resultados obtidos no presente

trabalho pode se concluir que:

&

A partir de explantes da gléndula metrial (no 8° ddg) podem ser obtidas

células NKu na forma aderida e em suspensao.

Nas varias condicbes de cultivo testadas, as células NKu obtidas mantém a
reatividade positiva tanto para a reac¢éo PAS quanto para a lectina DBA, dois
parametros de referéncia adotados para a identificacdo das células Nku in

situ.

A analise ultra-estrutural por meio da MET permitiu estabelecer de forma
precisa os pardmetros relativos ao grau de preservacdo das células NKu

obtidas em diferentes condicdes de cultivo.

As formas aderidas de células NKu obtidas do explante da gléndula metrial,
mantida por 24 horas no meio RPMI padrio, adicionado de 5% de SFB,

apresentaram o maior indice de células NKu integras e preservadas.

Os perfis encontrados para as células NKu frente a exposic@o 2 lectina DBA-
biotina demonstram a manutencio do potencial de resposta das NKu frente

a estimulos extrinsecos e, por conseguinte, atestam a manutengao de sua

viabilidade.

A lectina DBA-biotina mostrou-se como potente indutor de resposta celular

in vitro, capaz de atuar de forma efetiva no comportamento das células NKu

Presume-se que o glicoconjugado reativo a lectina DBA expresso na
superficie das células NKu, além de marcador destas células, seja também

um receptor de membrana envolvido na resposta celular.
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7. DOCUMENTACAQ FOTOGRAFICA




Figura 2 - Explante da glandula metrial em cultivo, por 24 horas em RPMI
padrdo. Observar as formas celulares (setas) e hemdcias (cabeca de seta)
aderidas a placa de cultivo nas proximidades do explante residual (¥). Contraste

de fase. 1100x,

Figura 3 - Corte histolégico da glandula metrial (explante-controle} submetida
& reacio de PAS. Observar células NKu PAS positivas (setas) junto as células do

estroma uterino {cabeca de setas). Vaso sangiiineo (*). ML. 1000x

Figura 4 - Corte histolégico da glandula metrial (explante-controle) submetida
2 histoquimica de DBA. Notar as inlimeras células NKu DBA positivas (setas)

presentes em meio a células do estroma uterino. ML. 400x.

Figura 5 - Detalhe do anterior. Observar a positividade 2 lectina DBA localizada
na superficie celular (cabecas de seta) e nos granulos citoplasméaticos (setas)
das células NKu. Note os granulos citoplasméticos de células NKu bem

delineados. Histoquimica de lectina DBA ML 1000x
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