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RESUMO

Em muitos mamiferos, € notado um influxo de linfécitos no inicio da gestacéo, que é
acompanhado por um processo de proliferacdo, diferenciacdo e migracdo destas
células. Em camundongos estes linfécitos se distribuirem na regido mesometrial de
cada sitio de implantacdo (SIE). Estudos imunocitoquimicos indicaram que estes
linfécitos s@o células Natural Killer, porém, sua morfologia e comportamento peculiar
sugerem gue elas representam uma subpopulacdo de NK especifica do Utero durante a
gestacado, sendo portanto denominadas células Natural Killer uterinas (UNK). A funcao
conhecida para estas células em camundongos € a liberacédo de citocinas como IFN-y
que leva a dilatacdo das artérias espiraladas deciduais e manutencdo da integridade
decidual, contribuindo, portanto, para o desenvolvimento normal da decidua e da
placenta. A infeccdo intra-uterina foi reconhecida como a causa priméaria de partos
prematuros e corrobora para o desenvolvimento de leucomalacia periventricular e
displasia broncopulmonar. Estudo recente em camundongos prenhes demonstrou que
a injecdo intra-uterina de LPS de E.coli provoca aumento da expressdao de
Fosfodiesterase 4B (PDE4B) e da atividade fosfodiestrase na interface materno-fetal,
aumento nas concentracées de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 no liquido amniético o que
induz o parto prematuro e a diminuicio da viabilidade fetal. E esperado que a
administracdo de LPS promova o aumento sistémico e central de citocinas pro-
inflamatorias, e que o animal responda com alteracdes endocrinas, imunoldgicas e
comportamentais com o fito de favorecer o restabelecimento da homeostasia. Nesse
contexto, o presente trabalho buscou avaliar os efeitos comportamentais da
administracdo de LPS em camundongos, bem como os efeitos no Utero prenhe e nas
células uNK desses animais por meio do estudo morfolégico, citoquimico e
estereoldgico. O estabelecimento do comportamento febril foi identificado a partir da
segunda hora apos a administracdo de LPS, e esse evento ocorreu concomitante ao
estabelecimento do comportamento analogo a ansiedade. Foi possivel identificar nos
animais tratados o comportamento de apatia e reducdo na capacidade exploratoria,
que somados ao comportamento depressivo, estabelecido ap6s 1 hora da aplicacdo do

LPS, fazem parte das alteragcbes que constituem o comportamento doentio. O



tratamento provocou também alteragbes no ambiente uterino, de tal forma que foi
possivel identificar um significativo aumento de células uNK imaturas na regido do
miométrio dos SIE. Além disso, o tratamento levou a diminuicdo da quantidade de
células uNK maduras e senescentes nas trés regides estudadas dos SIE concomitante
ao aumento de células uNK que possuiam padrédo alterado na expressdo de N-actil-
galactosamina nos seus granulos e superficie. O periodo onde foram encontradas tais
alteracdes acompanhou o periodo onde houve perda na marcacdo de perforina,
sugerindo a ocorréncia de degranulacdo. A imunocitoquimica demonstrou que o
tratamento com LPS parece ter induzido a despolimerizacdo dos filamentos contrateis

de a-actina causando relaxamento nos vasos que irrigam o ambiente uterino.

Palavras-chave: Sepse. Utero prenhe. Morfofisiologia.



ABSTRACT

In mammalian, there is a lymphocyte influx in early pregnancy, which is accompanied by
proliferation, differentiation and migration of these cells. These lynphocites distribute in
mesometrial region of each embryo implantation site (EIS). Immunocytochemical
studies indicated that these cells are Natural Killer cells, but their peculiar morphology
and behavior suggest that they represent a uterus specific NK subpopulation during
pregnancy called uterine Natural Killer cells (UNK). The known function for these cells in
mice is cytokines releasing such as IFN-y leading to decidual spiral arteries dilation and
maintaining decidual integrity, contributing to normal development of decidua and
placenta. Intrauterine infection was recognized as primary cause of preterm labor and
supports the periventricular leukomalacia and bronchopulmonary dysplasia
development. Recent study in pregnant mice showed that E.coli LPS intra-uterine
injection causes increased expression of Phosphodiesterase 4B (PDE4B) and
fosfodiestrase activity in maternal-fetal interface, increased TNF-a, IL-1p3, IL-6 and IL-10
concentrations in amniotic fluid which leads to premature delivery and reduced fetal
viability. It is expected that LPS administration promotes systemic and central pro-
inflammatory cytokines increasing, and that the animal responds with endocrine,
immune and behavioral disorders with the aim of promoting homeostasis restoration. In
this context, the present study evaluated the behavioral effects of LPS administration in
mice and the effects on pregnant uterus and uNK cells of these animals through
morphological, cytochemical and stereological study. The feverish behavior
establishment was identified from second hour after LPS administration, and this event
was concomitant with anxiety-like behavior establishment. It was possible to identify
treated animals apathy behavior, reduction in exploratory capacity and depressive
behavior drawn 1 hour after LPS application as part of sickness behavior. The treatment
also caused changes in the intrauterine environment, so that we could identify a
significant increase of immature uNK cells in myometrium region of EIS. Furthermore,
the treatment decreased the amount of mature and senescent uNK cells in the three
EIS studied regions, concomitantly with the increasing granules and surface N-actile-

galactosamine expression altered uNK cells. These changes were accompanied by the



perforin labeling loss and a reduction on blood vessel a-actin labeling, suggesting
respectively the uNK cell citotoxicity (perforin releasing) and actin contractile filament
despolymerization causing relaxation of blood vessels that supplies the decidua and

embryo.

Keywords: Sepsis. Pregnant uterus. Morphophysiology.



...Porque sou do tamanho dagquilo
que vejo, e ndo do tamanho da
minha altura.

(Carlos Drummond de Andrade)
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1 INTRODUCAO

Durante a gestacdo existe a marcante presenca de células e mediadores
imunologicos na interface materno-fetal e, ao mesmo tempo, o feto em
desenvolvimento apresenta metade de seus genes provenientes do pai, 0 que 0
caracteriza como um semi-enxerto. O fato de existir elevado numero de células
imunoldgicas no ambiente uterino concomitante ao desenvolvimento de um organismo
diferente do organismo materno é um paradoxo que foi identificado e assim nomeado
primeiramente por Peter Medawar em 1950.

O sucesso da implantacdo do embrido e seu desenvolvimento parecem estar
intimamente relacionados com o balanco de citocinas proé-inflamatoérias (Thl —
provenientes de células T helper 1) e anti-inflamatérias (Th2 — provenientes de células
T helper 2) que garantem a tolerancia do organismo materno ao feto. Além disso, as
células imunolégicas maternas interagem com células fetais a fim de criarem um
microambiente adequado para o bom andamento da gestacéo.

As células Natural Killer uterinas (UNK) sdo bastante representativas neste
ambiente, e estudos sugerem que estas células maternas interagem com células
trofoblasticas (fetais) modulando a producdo de citocinas e fatores angiogénicos
controlando a invasao trofoblastica e o remodelamento tecidual.

A infeccdo intra-uterina foi reconhecida como a causa primaria de partos
prematuros. Mesmo sem manifestacdes clinicas a infeccdo intra-uterina desencadeia
na interface materno-fetal um mecanismo inflamatério que envolve a producédo de
citocinas, uterotbnicos potentes, e metaloproteases, o que resulta em diminuicao
prematura do comprimento cervical uterino, contracao uterina, ruptura das membranas
fetais causando o parto prematuro.

A inflamacédo pode ser induzida em animais experimentais através da exposicao
a produtos da parede celular de bactérias gram-negativas, principalmente o
lipopolissacarideo (LPS), mimetizando varias das respostas inflamatorias de fase
aguda, sem causar infec¢cao ao hospedeiro.

A sepse durante a gestacdo € um evento dramatico e ainda de alta mortalidade,

cuja fisiopatologia permanece em continua investigacdo. As alteracdes fisiologicas da
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gestacdo podem mascarar ou mesmo agravar o quadro clinico da sepse e, portanto,
estudos sdo de fundamental importancia para possibilitar o diagndstico precoce, o qual
€ elemento crucial para o progndstico materno e fetal.

Ha muito tempo as pesquisas na area da saude buscam a compreensao dos
mecanismos fisioldgicos, implicados na regulacdo dos sistemas imune e nervoso. No
entanto, estes estudos, anteriormente desenvolvidos de forma isolada e fragmentada,
vém cedendo espaco para pesquisas integradas, levando em consideragdo as
complexas relacdes existentes entre os sistemas, que, de fato, veio a tona a percepcao
de que esses sistemas sao partes de uma rede de controle muito mais ampla.

Neste sentido, comeca a ficar cada vez mais claro que as alteracbes de
comportamento decorrentes de uma infeccdo ndo sdo consequéncias de uma
depressao inespecifica do SNC, mas sim, de um conjunto de adaptacdes especificas e
muito bem organizadas nesse sistema.

A partir disso, o presente trabalho buscou avaliar os efeitos comportamentais da
administracdo de LPS em camundongos, bem como os efeitos no Gtero prenhe e nas
células uNK desses animais por meio do estudo morfolégico, citoquimico e
estereoldgico, a fim de integrar esses dados buscando explicacdes sob a ampla visao

da neuroimunomodulagéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CELULAS NATURAL KILLER UTERINAS

As células Natural Killer circulantes (cNK) sdo conhecidamente células com
atuacdo na imunidade inata protegendo o organismo principalmente contra células
tumorais, parasitas e células infectadas por virus ou bactéria (TRINCHIERI, 1989). Esta
linhagem celular, que se origina de células progenitoras da medula éssea, representa
uma pequena fracdo dos linfocitos do sangue periférico que possue capacidade
citotéxica por apresentar granulos citoplasméticos contendo perforina e granzimas
(SMYTH, 2005), e sdo capazes de lisar a célula alvo sem prévia sensibilizacdo
(LANIER et al., 1986a; RITZ et al., 1988).

Mais recentemente, foi demonstrado que as células cNK também participam no
sistema imune adaptativo com caracteristicas como memaria adaptativa, aumentando a
resposta frente a uma segunda infeccdo, inclusive com producdo de citocinas
semelhante as células T de memoria. (SUN et al., 2009).

Em humanos existem dois subtipos de células Natural Killer no sangue periférico
dim (que

apresentam baixa densidade dessa molécula em sua membrana plasmatica)

que se diferem pela expressdao da molécula CD56. As células CD56

representam 90% das células NK periféricas, elas possuem alta densidade de CD16 e

bright

tém como funcdo a defesa do organismo pela citotoxicidade. As células CD56 ", por

sua vez, sdo CD16 e sdo menos citotdxicas quando comparadas com as CcD56%™
CD16", mas apresentam a grande capacidade de producdo de citocinas quando
ativadas (BAUME et al., 1992; COOPER et al., 2001; PERUSSIA et al., 2005).

As células Natural Killer desempenham importantes papéis em tecidos mucosos.
Sendo o (tero um tecido mucoso que libera grandes quantidades de hormaonios,
propicia o recrutamento massivo de células imunoldgicas com o objetivo de apoiar o
desenvolvimento do embrido durante a gestacéo (ZHANG et al., 2010).

Estudos realizados por Koopman e colaboradores (2003) avaliaram pela técnica

de microarray, se as células Natural Killer que aparecem na decidua durante o primeiro
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trimestre da gestacio eram semelhantes as células CD56”"™ ou CD56°™. Os
resultados demonstraram que as células NK uterinas (ou NK deciduais, como o autor
se refere) apresentam propriedades Unicas e devem ser consideradas como sendo um
subtipo independente (ACAR et al., 2011).

Sua origem é hematopoiética, onde a linhagem precursora é a linfocitaria
(ZENG, 1991; CROY, 1997a). Estudos indicam que a maturacgao final dos precursores
das cNK ocorre na periferia, sugerindo a participacdo do timo (MINGARI et al., 1997;
CARLYLE et al.,, 1998; Di SANTO, 2006), entretanto, ainda existem controversias
quanto a origem das células Natural Killer uterinas (UNK).

Alguns pesquisadores sugerem teorias a respeito do aumento dessas células
levando em consideracdo que este fendmeno ocorre na fase secretoria do ciclo
menstrual e no inicio da gestacdo (ACAR et al., 2011). Estudo realizado por Jones e
colaboradores (1998) demonstrou que mais de 40% das células uNK CD56" isoladas
do endométrio no periodo secretério do ciclo menstrual expressavam Ki67, proteina
associada ao nucleo que exerce fungdo de ativagao essencial para proliferagao.

A evidente relacdo entre quantidade de células uNK e o ciclo menstrual sugere a
participacdo dos hormonios estrégeno e progesterona no recrutamento dessas células
para 0 ambiente uterino. Henderson e colaboradores (2003) demonstraram que as
células uNK expressam receptores-3 para estrogeno (ER-B).

A quantidade dessas células diminui de maneira proporcional a diminuicdo da
concentracdo de progesterona, sugerindo que a sobrevivéncia dessas células ocorra de
maneira dependente deste hormdnio. Por outro lado, a influéncia da progesterona
parece ocorrer de maneira indireta, uma vez que as células uNK ndo possuem
receptores para tal hormonio (KING et al., 1996). A progesterona se liga a receptores
de células estromais desencadeando um aumento na secrecao de interleucina-15 (IL-
15) (OKADA et al., 2000) que, por sua vez, pode estimular a proliferacdo de células
uNK sem promover a atividade citotoxica contra células trofoblasticas, fato esse
comprovado in vitro por Verma e colaboradores (2000) e Kitaya e colaboradores
(2003). Outros estudos ja demonstraram a importancia da IL-15 para a diferenciagéo
das células NK (PUZANOV et al.,, 1996). Para reforcar tal importancia, estudos

demonstraram que sitios de implantacdo de camundongos fémea Knockout para IL-15
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ndo possuem células NK e, além disso, ndo apresentam as modificacbes esperadas
nas artérias espiraladas que nutrem o embrido (ASHKAR et al., 2003).

No endométrio, as células endoteliais ndo expressam a proteina de adeséao
vascular 1 (VCAM-1) na fase proliferativa do ciclo menstrual, mas durante a fase
secretoria passa a expressa-la. Portanto, é possivel sugerir que as células uNK utilizam
a integrina do grupo a4p1 que se liga a proteina VCAM-1 para a adesédo endotelial
apos a ovulagdo (ACAR et al., 2011).

No atero de camundongos € notado um influxo de linfocitos por volta do 4° - 5°
dia de gestacdo (ddg), periodo onde ocorre a implantacdo do blastocisto. Nesse
periodo esses linfocitos sdo raros, pequenos, e nao apresentam granulos
citoplasmaticos. Estes alcancam os sitios de implantacdo embrionaria pela regido
vascularizada denominada de regido mesometrial que expressa VCAM-1 (KRUSE et
al., 2002).

Estas células diferenciam a partir do 6° ddg e este fendbmeno é notado
particularmente em fungcdo do acumulo de granulos citoplasméticos nestas células.
Estes linfocitos proliferam e diferenciam no utero durante a prenhez, podendo atingir 50
um de didmetro (STEWART,; PEEL, 1981) e distribuem-se no miométrio e endométrio
da regido mesometrial de cada sitio de implantacdo (STEWART; PEEL, 1981; HEAD,
1996; PAFFARO JR, 2003; BULMER; LASH, 2005) e esta distribuicdo ndo esta
relacionada com a presenca de nervos no endométrio uterino (SHEIKHI et al., 2007),
mas sim em funcdo de uma matriz extracelular rica em fibronectina, que parece ser
utilizada como substrato de migracdo, favorecendo a proliferacdo e diferenciacdo das
UNK que expressam, concomitantemente fibronectina e seu ligante a integrina a5431
(ZAVAN et al., 2010). Segundo esse mesmo autor, a ligagéo entre a integrina a5B1 e a
fibronectina parece ser um fator importante para a sobrevivéncia dessas células, uma
vez que com diminuicdo da expresséao de fibronectina no final da gestacéo (devido ao
avanco da decidualizacdo e consequente diminuicdo da matriz extracelular) pode
ocorrer o desligamento da integrina a581 concomitante a diminuigdo das células uNK
no ambiente uterino.

Segundo Chantakru e colaboradores (2001) tais linfécitos contribuem também

para a formacdo de um microdominio em cada um dos sitios de implantacéo
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denominado agregado linfocitario mesometrial da prenhez (MLAp), que também recebe
a denominacdo de glandula metrial. (STEWART,; PEEL, 1981; CROY; KISO, 1993;
LOKE; KING, 2000), apesar de n&o se constituir em uma estrutura glandular
(CHANTAKRU et al., 2001).

As células uNK sao reativas a marcagao com acido periddico de Schiff's (PAS),
reagente histoldégico que marca glicoproteinas, especialmente mucinas, no entanto, a
marcacao com este reagente apresenta algumas limitacbes de analise(CROY et al.,
2010). Estudos citoquimicos utilizando a lectina Dolichos biflorus aglutinina (DBA) que
se liga seletivamente a glicoconjugados contendo N-Acetil-D-Galactosamina,
demonstraram que a membrana plasmatica, bem como, os granulos das células NK
uterinas reagem de forma bastante especifica com esta lectina. Por meio deste estudo,
foi possivel caracterizar quatro subtipos correspondentes as formas de diferenciacdo
destas células no Utero de camundongos durante a gestacdo. O subtipo 1 € composto
por células pequenas (9 £ 3 um) apresentam membrana com forte reatividade a lectina
e nao apresentam granulos citoplasmaticos; o subtipo 2 é representado por células que
comecam a apresentar alguns granulos citoplasméaticos e sao levemente maiores em
diametro (13 = 2um); as células do subtipo 3 apresentam aspecto de célula madura,
nacleo com nucléolo evidente e muitos granulos citoplasméaticos (26 £ 3 um) e; a forma
senescente dessa célula é caracterizada como subtipo 4 apresentando regides de
extracdo citoplasmatica (vacuolos) com contetdo granular variavel e nicleo com
cromatina irregular (PAFFARO Jr et al., 2003).

A utilizacao da técnica de citoquimica de Lectina DBA para estudos das células
Natural Killer uterinas foi amplamente adotada, ndo apenas pela possibilidade da
identificacdo dos diferentes subtipos (estagios de diferenciacdo) dessas células, mas
também por permitir o isolamento de RNA apoés a coleta das células por técnicas de
microdissec¢do a laser dos cortes histologicos de sitio de implantacdo embrionaria.
Além disso, a lectina DBA pode ser associada a esferas magnéticas permitindo o
isolamento das células uNK a partir de resuspensdo de homogenato da porcéo
mesometrial dos sitios de implantagdo embrionaria (CROY et al., 2010b), e posterior a

isso, estas ceélulas podem ser utilizadas para a separacdo de células ativadas por
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fluorescéncia, cultura celular de curto prazo ou isolamento de RNA (CROY et al.,
2010).

Estudos utilizando camundongos imunodeficientes comprovaram que estes
linfocitos pertencem a linhagem Natural Killer (NK). Estas células estdo presentes em
camundongos SCID (T', B', NK") e ausentes em tge26 (NK T) e em Rag-2" yc” (T,
B, NK’) (GUIMOND et al., 1997; GUIMOND et al., 1998; CROY et al., 2000). Embora
tenham sido caracterizadas como células Natural Killer, a morfologia e comportamento
peculiar destes linfécitos sugerem que eles representam um subtipo especifico do utero
durante a gestacdo, o que lhes conferiu a denominacdo de células Natural Killer
uterinas (UNK) (CROY; KISO, 1993; KING; LOKE, 1991; HEAD, 1996; VAN DEN
HEUVEL et al., 2005).

Segundo Ashkar e Croy (1999), as células uNK produzem IFN-y e essa producdo
atinge o pico por volta do 10° ddg, estagio em que ha um aumento da expressio de
eomesodermin (eomes) no endométrio, molécula que parece estar envolvida na
regulacdo da ativacao das células uNK para secrecdo de IFN-y (Tayade et al., 2005).
ApoOs o periodo que compreende a metade da gestacdo, tais células decaem em
namero tanto em camundongos, em ratos, como em humanos. Por volta do 12° dia de
gestacdo, células uNK em mitose ndo sdo mais encontradas, e a fragmentacdo da
cromatina destas células é um identificador de sua morte por processo de apoptose
(DELGADO et al., 1996).

As uNK de camundongos expressam asialo-GM1; NK1.1, Thy-1, PcR, 4H12 e
CD45 (PARR et al., 1990; BERNARD et al., 1978; MUKHTAR, 1989; REDLINE; LU,
1989; LINNEMEYER; HAMILTON, 1990; CROY; KISO, 1993; MASSON et al., 1995;
KISO et al., 1992). Os granulos citoplasmaticos destas células contém perforina, serina
esterases, fosfatases entre outras (PARR et al., 1990; PEEL, 1989) e glicoproteinas
incluindo Muc-1 (CROY et al., 1997). No entanto, a expressao de receptor de estrégeno
parece ndo ser diretamente requerida para a diferenciacdo e desempenho do papel
funcional das células uNK (BORZYCHOWSKI et al., 2003).

Apesar de todo o conhecimento a respeito da atividade citotoxica exercida por
outras células NK, as células uNK de camundongos ndo séo capazes de lisar células
de mielona YAC-1 in vitro (STEWART e PELL, 1993) e ndo existem também evidéncias
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in vivo da degranulacdo destas células que indiquem sua atividade citotoxica (CROY;
KISO, 1993; GUIMOND et al., 1997; ASHKAR; CROY, 1999).

As células CD56", CD16, CD3 de humanos sdo as analogas as uNK de
camundongos. Tais células surgem no utero humano durante a fase secretora do ciclo
menstrual, e se mantém durante a gestacao, constituindo mais de 70% dos leucocitos
deciduais (LOKE; KING, 2000). De acordo com Hiby e colaboradores (1997), as uNK
de humanos possuem um repertério completo de receptores KIR (Killer imunoglobulin-
like receptors), envolvidos na ativacdo e inibicdo da citotoxicidade das células NK
(LANIER, 1998; TROWSDALE, 2001; RAULET et al.,, 2001). Segundo Varla e
colaboradores (2005), os receptores KIR inibitérios da citotoxidade estavam ausentes
das uNK em mulheres, cuja gestacao evolui para aborto espontaneo, comprovando a
importancia destes receptores na inibicdo da citotoxicidade de uNK e para manutencao
da gravidez.

Assim como os KIR de humanos, os receptores da familia Ly49 (Killer cell lectin-
like receptors) de camundongos sdo expressos em células NK e reconhecem e se
ligam ao MHC-1. Esta ligacdo ao MHC possibilita a ativacdo ou inibicdo da atividade NK
(TROWSDALE, 2001; RAULET et al., 2001; BRENNAN et al., 1996; KING et al., 2000).

Em células NK de camundongos o reconhecimento do MHC durante a resposta
imune inata ocorre primeiramente via receptores Ly49 (MAKRIGIANNIS; ANDERSON,
2001). Ao contrario dos KIR em humanos, os Ly49 de camundongos sao receptores
transmembrana do tipo Il, e constituem uma familia de 11 genes (Ly49A, B, C, D, E, F,
G, H, I, J, Q) e 4 pseudogenes no genoma de camundongos C57BL/6 (B6), além de
pelo menos 9 outros genes adicionais identificados em outras racas de camundongos
(SMITH et al., 1994; MCGUEEN et al., 1998; KUSAKABE et al., 2007). Estes genes
estdo localizados no cromossomo 6 em uma regido designada “Natural Killer gene
complex” (PLOUGASTEL e YOKOYAMA, 2006). Curiosamente, um dado gene Ly49 é
expresso em apenas um subtipo de célula NK e parece que genes Ly49 individuais séo
escolhidos por meio de um processo aleatério durante uma distinta janela de
oportunidade (MAKRIGIANNIS; ANDERSON, 2001).

O primeiro receptor Ly49 identificado em NK foi o Ly49A. Karlhofer e

colaboradores (1992) demonstraram que este receptor estd envolvido na inibicdo da
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atividade litica das células NK quando ligados em moléculas do MHC de classe | H-2D*
e D¥ expressos em células alvo. Funcao similar foi proposta para o Ly49G, no entanto,
a inibicdo da atividade litica de NK por parte deste receptor é observada apenas
guando as células alvo expressam grande quantidade de receptores do MHC de classe
| do tipo H-2D" e/ou L (MASON et al.,1995). Alem disso, foi demonstrado que células
NK Ly49C" tém a capacidade de se ligarem a multiplos haplotipos de H-2 incluindo H-
2D% H-2% H-2° e H-2° (YU et al., 1996).

Enquanto os Ly49A, C e G sédo apontados como inibidores, tem sido
demonstrado que os Ly49 D e H podem ativar as células NK. Sabe-se que um Ly49
inibidor possui um ITIM (“immunoreceptor Tyrosine-based inhibotory motif’) em seu
dominio citoplasmatico. Este imunoreceptor se torna fosforilado em resposta a ligacao
ao Ly49 levando assim, ao recrutamento de SHP-1 fosfatase e atenuacdo da
sinalizacao intracelular (OLCESE et al., 1996; NAKAMURA et al., 1997).

O Ly49D, por sua vez, necessita da associacdo de uma molécula sinalizadora
adicional (DAP-12) que contem um ITAM (“immunoreceptor tyrosine-based activation
motif’) para poder transmitir o sinal de ativacdo (MASON et al., 1998; LANIER et al.,
1998). Para a ligacdo do DAP-12 e preciso um residuo transmembrana de arginina
contido no Ly49D e este residuo esta também presente no Ly49H (MAKRIGIANNIS;
ANDERSON, 2001).

Smith e colaboradores (1998) demonstraram que o Ly49H se associa ao DAP-12
sugerindo que este também possa atuar como ativador da atividade litica de NK. Os 4
subgenes de Ly49 descritos em camundongos B6 séo similares ao Ly49D ou ao Ly49H
0 que significa que estes também podem ser ativadores (MCQUEEN, 1998; SILVER et
al., 2001).

Estudo recente (KUSAKABE et al., 2007), demonstrou que o tratamento de
camundongos com danazol, uma droga frequentemente utilizada para o tratamento de
endometriose em clinicas de fertilizagao “in vitro” , provocou um aumento na expressao
nos genes para Ly49A, Ly49C, integrina o5 e M-CSF (Fator estimulador de colbnia de
macrofago), no utero de camundongos do 1° ddg, sugerindo que a atuacdo do danazol
na promocdao da gravidez se deve ao recrutamento das células uNK propiciado por esta

droga.
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Estudos fenotipicos evidenciaram a existéncia de dois subtipos diferentes de
células uNK em humanos, o que Ihes conferiu na literatura duas maneiras diferentes de
denomina-las, as células Natural Killer endometriais (eNK) (PACE et al., 1989;
MANASTER et al., 2008) e células Natural Killer deciduais (dNK) (HO et al., 1996;
HANNA et al., 2006; MANASTER; MANDELBOIM, 2010).

As células eNK correspondem ao subtipo encontrado no endométrio uterino ndo
gravidico, enquanto as dNK seriam aquelas que migram para o Utero apenas no
momento da gestacdo (MANASTER; MANDELBOIM, 2010). Estudos demonstraram

dm o ambas

que, apesar de ambas expressarem Receptores KIR, semelhante as CD56
possuirem granulos citoplasmaticos com conteudo citolitico (HIBY et al., 2008), existe
expressao diferencial de moléculas como CD16, que esta presente em dNK e ausente
em eNK (HO et al., 1996; HIBY et al., 2008; MANASTER; MANDELBOIM, 2010), ou L-
selectinas, presentes nas eNK e ausentes nas dNK (ERIKSSON et al., 2004).

Assim como em humanos, em camundongos também é notada a existéncia de
subtipos distintos de uNK, como descrito por Zhang e colaboradores (2010), que
demonstraram a existéncia de uNK PAS'DBA®, que parecem ter precursores
circulantes, e uNK PAS'DBA’, com precursores intra-uterinos. Segundo esses autores,
estas duas populacdes de células uNK também diferem com relacdo a sua
funcionalidade, no que diz respeito a producéo de citocinas e fatores angiongénicos.

Em funcdo dos dados a respeito destas diferentes populacées de células uNK
(eNK e dNK) serem ainda fragmentados e ndo conclusivos, e para tornar mais claro a

descricdo destas células, utilizamos preferencialmente a nomenclatura “UNK” para nos

referirmos a célula alvo de nosso estudo nesta dissertacao.

2.2 FUNCAO DAS CELULAS NATURAL KILLER UTERINAS

As células uNK estdo presentes de forma abundante no momento da
implantagdo em diferentes espécies e estdo em intimo contato com as células
trofoblasticas, sugerindo que estas sejam alvo das uNK. No entanto, sua proximidade
ao trofoblasto extraviloso na interface materno-fetal sugere também que as células uNK

possam reconhecer tais células como sendo oriundas do feto e apenas regular sua
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invasdo (LOKE; KING, 1995) uma vez que ndo apresentam atividade citotdxica contra
elas (KING et al., 2000).

As uNK possuem granulos citoplasmaticos bastante evidentes, os quais
armazenam enzimas como a perforina e granzimas, indicando um potencial citolitico.
Kopcow e colaboradores (2005) demonstraram que, apesar das células uNK
apresentarem esse potencial, elas também mostram uma reducdo da sua capacidade
citotoxica pela ndo expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) I. Ao mesmo tempo em que tais células formam
conjugados e polarizam CD2, LFA-1 e actina pelos contatos focais, também falham em
polarizar os centros organizadores de microtubulos e seus granulos citoplasmaticos de
conteudo litico, e isso pode ser um indicativo da falta de citotoxicidade.

Em mulheres, durante a fase secretoria do ciclo menstrual € observado o grande
aumento em nuamero das células uUNK que se mantém neste ambiente na gestacdo. Se
a gestacdo ndo ocorrer estas células decaem em numero, com isso, ocorre uma
reducdo na producdo de fatores sollveis que mantém a integridade vascular o que
pode estar relacionado com o desencadeamento da menstruacdo. Portanto, as células
uNK podem ser importantes nos processos de renovacéo, diferenciacdo e descamacéao
do endométrio durante o ciclo menstrual (IGARASHI et al.,, 2001, TRUNDLEY;
MOFFETT, 2004). Estudos realizados por Li e colaboradores (2001) corroboram essa
hipétese, uma vez que foi verificado a expressao de fator de crescimento endotelial C
(VEGF-C), fator de crescimento placentério (PLGF), e angiopoetina 2 (Ang-2) na fase
secretoria, dando estabilidade as artérias endometriais nesse periodo.

A invasdo do trofoblasto extraviloso na decidua e artérias espiraladas é
essencial para o estabelecimento do suporte sanguineo materno ao feto. Tal processo
deve ser cuidadosamente controlado, uma vez que uma invasao exacerbada ou
reduzida pode causar consequéncias indesejadas para a gestacdo, como por exemplo:
pré-eclampsia, déficit de crescimento intra-uterino, parto prematuro, aborto e até
mesmo complicagbes como placenta acreta (PIINENBORG et al., 1983).

O intimo contato sugere que as células uNK exercem influéncia sobre a
invasividade das células trofoblasticas, no entanto, tal influéncia ndo ocorre por meio

da citotoxicidade, apesar da presenca de receptores de ativagdo como NKp46, NKp44,



25

NKp30, NKG2D e 2B4 (KOPCOW et al., 2005; VACCA et al.,, 2006; HANNA et al.,
2006) sua citotoxicidade é reduzida em comparacao com as células cNK.

De acordo com Trundley e Moffet (2004) a funcdo das células uNK pode ser
modificada ap0s a ligacdo de seus receptores com moléculas de MHC néo classicas
(HLA-G, HLA-E e HLA-C) expressas pelas células trofoblasticas, e essa modificacao
pode influenciar na invasividade trofoblastica.

O mecanismo mais aceito da regulacdo da invasividade trofoblastica pelas
células uNK é com relagdo a producdo de citocinas. Elas secretam uma grande
quantidade de fatores de crescimento e citocinas, tais como: Ang-2 (DUNK et al.,
2000), Fator de Necrose Tumoral — a (TNF-a) (BAUER et al., 2004), Interferon-y (IFN-y)
e Fator de Crescimento Tumoral — 1 (TGF-B1) (GRAHAM et al., 1994) que parecem
exercer influéncia inibitéria na capacidade de invaséo do trofoblasto; além dessas, a IL-
8 e proteina induzida por interferon 10 (IP10) também secretadas pelas células uNK se
ligam a receptores das células trofoblasticas induzindo sua migracao (HANNA et al.,
2006).

Estudos realizados por Von Rango e colaboradores (2003) demonstraram por
métodos imunocitoquimicos que muitas células trofoblasticas em apoptose se
encontravam rodeadas por células uNK, o que leva a duas interpretacfes: ou as células
UNK desencadearam o processo de apoptose das células trofoblasticas; ou elas foram
recrutadas apds a apoptose ter sido iniciada.

A funcao principal das células Natural Killer uterinas esta relacionada com a
manutencdo da homeostasia gestacional e controle do remodelamento vascular.
Estudos utilizando camundongos prenhes transgénicos tge26 (NK” T°B") demonstraram
alta taxa de perda gestacional, e os fetos que sobreviviam apresentavam placenta
reduzida e remodelamento incompleto das artérias espiraladas do utero (GUIMOND et
al., 1998).

As células uNK sdo capazes de produzir fatores angiogénicos como 0s
pertencentes a familia VEGF, PLGF, Ang-2 e NKG5 que medeiam a transformacao das
artérias espiraladas (HANNA et al., 2006).

Estudos realizados por Ashkar e Croy (1999) mensuraram a concentracdo de

IFN-y em homogeinados da regido mesometrial de sitios de implantacdo embrionarias
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e identificaram o aumento significativo dessa citocina pro-inflamatoéria no inicio da
gestacdo (entre 5° e 6° ddg), periodo este que coincide com o aumento em nimero das
células uNK. O pico de concentracdo de IFN-y ocorre de maneira concomitante ao pico
do nimero de células uNK (10° ddg). Apés esse periodo, tanto a concentracao de IFN-
y quanto a quantidade de uNK decaem até o final da gestag¢édo. A producdo de IFN-y
pelas células uNK parece ocorrer por estimulo de citocinas pré-inflamatéria como IL-12,
IL-15 e IL-18 (YU et al., 2006)

Segundo esses mesmos autores, nos sitios de implantacdo de camundongos
Knockout para IFN-y ou para receptores dessa citocina (IFN-yR1), eram encontradas
muitas uNK, no entanto, estas possuiam tamanho reduzido (indiferenciadas), e a
modificacdo das artérias espiraladas ndo podé ser constatada.

Portanto, as células uNK em camundongos parecem estar relacionadas com a
liberacdo de citocinas como IFN-y que leva a dilatacdo das artérias espiraladas
deciduais e manutencéo da integridade decidual (ASHKAR; CROY, 1999; ASHKAR et
al., 2000). Além do INF-y, as uNK de camundongos também secretam fator estimulador
de colbnias-1 (CSF-1) que contribui para a diferenciacdo de macrofagos no utero
(POLLARD et al., 1991), IL-1, fator inibitério de leucemia (LIF) (CROY et al., 1991),
fator de necrose tumoral (TNF- a) e VEGF (LASH et al., 2006).

As células uNK de camundongos expressam o gene para a Oxido nitrico sintase
induzida INOS (HUNT et al.,, 1997), e o 6xido nitrico (NO) derivado dessas células
também é importante para o desenvolvimento da vascularizagdo uterina durante a
gestacdo (GUIMOND et al., 1997), uma vez que camundongos deficientes em iINOS
apresentaram anormalidades no desenvolvimento dos vasos, sugerindo que a
producdo de NO pelas uNK estaria relacionada com o relaxamento das artérias
espiraladas uterinas (BURNETT; HUNT, 2000).

Em camundongos, as ceélulas uNK parecem contribuir para o desenvolvimento
normal da placenta e decidua (CROY; KISO, 1993; GUIMOND et al., 1997; ASHKAR et
al., 2000; CROY et al., 2003% CROY et al., 2003b). As células uNK de humanos podem
exercer papel semelhante, visto que estas também produzem moléculas angiogénicas
(LANGER et al., 1999; LI et al., 2001; CROY et al., 2003").
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Outra citocina secretada durante a gestacdo € a interleucina-10 (IL-10), que
apresenta um papel fundamental na gestacdo por exercer acao imunossupressora e
anti-inflamatéria ao se relacionar com outros moduladores intra-uterinos (MOORE et al.,
2001). A expressao do mRNA para IL-10 foi observada por varias células imunologicas
como células T, células B, macréfagos, células dendriticas e células NK, assim como
as Natural Killer uterinas (MOORE et al., 1993; VIGANO et al.,, 2001). Algumas
populacdes celulares ndo imunologicas também séo responsaveis pela producéo de IL-
10 como, por exemplo, as células trofoblasticas e deciduais, tanto em camundongos
quanto em humanos, e nesse Ultimo, o periodo de produ¢do mais expressivo ocorre no
segundo trimestre da gestacdo (HANNA et al., 2000; LIN et al., 1993; PLEVYAK et al.,
2002; ROTH et al., 1996). Segundo Hanna et al. (2000), os receptores para IL10 (IL-
10R) sdo amplamente expressos na interface materno fetal tanto pela placenta, quanto
pelas células deciduais, e tal expressao parece persistir até a prenhez a termo.

Em estudos realizados por Murphy e colaboradores (2009), foi demonstrado que
ao submeter camundongos knockout para IL-10 (IL-10"') a baixas doses de LPS, as
células uNK tiveram sua citotoxicidade aumentada invadindo a zona placental em
funcdo da sepse, o0 que causou morte fetal ou restricdo do crescimento intra-uterino de
maneira independente dos niveis de progesterona. Segundo o0 mesmo autor, a
administragao de IL-10, a imunossupressado das uNK ou o tratamento com anti-TNF-a
Ab, reverteu os efeitos causados pela sepse na gestacao, enfatizando que a regulacao
de IL-10 e ativacdo de uNK estdo intimamente relacionadas e sdo de fundamental
importancia para a prevencado da inflamacéo e para evitar complicacdes gestacionais
como o parto prematuro, por exemplo.

Em um modelo experimental de camundongo onde foi procedida a leséo
embrionaria  (ROMAN, 2001), foi observada intensa reabsorcdo embrionaria
caracterizando a perda fetal, e alteragbes na marcacdo dos granulos citoplasmaticos
avaliadas pela citoquimica de lectina DBA. As alteragbes observadas nesta célula
sugeriram a degranulagcdo das céluals uNK, pressupondo uma resposta destas células
as células trofoblasticas gigantes que poderiam ter sua atividade invasiva alterada por

meio da lesdo embrionaria. Segundo Lippe (2007) as alteracbes no padrdo de
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reatividade para Lectina DBA encontradas ap0s inoculacdo de LPS eram idénticas as
ocasionadas pela lesdo embrionaria.

Tais achados, provenientes tanto do estudo pés inoculagdo de LPS, quanto do
estudo pos-lesdo embrionaria, sugeriram que além de atuar nos vasos para
manutencdo da integridade da decidua e embrido, as células uNK podem realizar

atividade citotdxica em situagfes que ativem esta funcao.

2.3 SEPSE E GESTACAO

Em paises industrializados cerca de 5 a 11% das criangcas nascem
prematuramente. O nimero de partos prematuros, antes de 32 semanas de gestacao,
é responsével por cerca de 70% das mortes e mais de 75% das morbidades neonatais
levando a um déficit neurocognitivo e a disfuncdo pulmonar nestas criancas
(SLATTERY et al.,, 2002). A infecgéo intra-uterina foi reconhecida como a causa
primaria de partos prematuros e corrobora para o desenvolvimento de leucomalacia
periventricular e displasia broncopulmonar (GOLDENBERG et al., 2000; SLATTERY et
al., 2002; YOON et al., 2003). Mesmo sem manifestacdes clinicas a infeccdo intra-
uterina desencadeia na interface materno-fetal um mecanismo inflamatério que envolve
a producado de citocinas, uterotdnicos potentes, e metaloproteases, o que resulta em
diminuicdo prematura do comprimento cervical uterino, contracdo uterina, ruptura das
membranas fetais causando o parto prematuro (SCHMITZ et al., 2007).

A ativagcdo da resposta imune ocorre a partir da liberacdo de padrdes
moleculares associados ao patégeno, ou seja, endotoxinas da parede celular de gram-
negativos  (lipopolissacarideos) e  exotoxinas de alguns gram-positivos
(peptideoglicanas, acido lipoteicbico). Tais componentes interagem com receptores
especificos na superficie de monaocitos, denominados toll-like receptors (TLR),
resultando em uma complexa cascata de eventos que envolvem a ativacdo de
neutrofilos, macrofagos e linfécitos e a liberacdo de mediadores inflamatorios
(FERNANDEZ-PEREZ et al., 2005; GUINN et al., 2007; SILVA et al., 2008).
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As células T CD4 ativadas podem produzir citocinas com atividade pro-
inflamatoria (TNF-a, interferon-y, IL-2), ou citocinas com atividade antiinflamatoria (I1L-4,
IL-10). Os fatores que determinam a predominancia de Thl ou Th2 na sepse
permanecem desconhecidos, mas parecem ser influenciados pelo tipo de patégeno,
tamanho do inoculo e local da infeccdo. Inicialmente, a sepse € caracterizada pelo
aumento de mediadores inflamatorios, porém, com a progressao do quadro, ha uma
mudanca para um estado de imunossupressao (HOTCHKISS; KARL, 2003).

A reacdo inflamatodria inicial leva a geracdo de radicais livres e Oxido nitrico
sintase. A producdo de oxido nitrico ativa a guanilato ciclase soluvel e gera GMP
ciclico, causando desfosforilacdo da miosina na parede muscular dos vasos, além de
levar a captagdo de calcio, ou seja, diminuicdo de calcio intracelular e,
consequentemente, vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
(SHEFFIELD, 2004; LANDRY; OLIVER, 2001).

Estudos recentes mostram também que o Oxido nitrico em excesso inibe a
funcdo mitocondrial da musculatura esquelética, o que dificulta a oxigenacdo adequada
deste tecido (SILVA et al., 2008).

A resposta hemodindmica acontece precocemente; a reducdo da resisténcia
vascular leva a queda da presséo arterial, 0 que provoca taquicardia por estimulo aos
barorreceptores. Com isso, h4 aumento do débito cardiaco e ativacdo do sistema
renina-angiotensina (GUINN et al., 2007).

Estudos em mulheres demonstraram grande concentragdo das citocinas IL-6 e
TNF-a no liquido aminidtico, e aumento da concentragdo de muitas outras citocinas e
guimocinas em pacientes 0s quais tiveram partos prematuros comparado com aqueles
com parto a termo (ROMERO et al., 1995). A injec&o sistémica ou intra-uterina de I1L-1
e TNF-a, bactérias mortas, ou produtos de bactérias induz também o parto prematuro
de camundongos e de outros animais (ELOVITZ; MRINALINI, 2004).

A inflamacé&o pode ser induzida em animais experimentais através da exposicao
a produtos da parede celular de bactérias gram-negativas, principalmente o
lipopolissacarideo (LPS), mimetizando varias das respostas inflamatorias de fase
aguda, sem causar infeccdo ao hospedeiro (BURRELL, 1994). Tal inflamac&o pode,

portanto, induzir anorexia, pirexia, anedonia e varias alteracbes comportamentais
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como: a sonoléncia, reducéo da atividade motora e exploratoria, bem como acentuado
estado depressivo (KLUGER, 1991; KENT et al.,, 1996; AVITSUR et al., 1999;
DANTZER et al.,, 1998 a, 1998 b; HORI et al.,, 2000; LEONARD, 2001; OWYANG;
HASLER, 2002; ENANGA et al.,, 2002; STEINER; BRANCO, 2003; ROMANOVSKY,
2004; MATSUMURA; KOBAYASHI, 2004; DINARELLO, 2004; BLATTEIS et al., 2005;
DUNN et al., 2005; ROMANOVSKY et al., 2005; ROMANOVSKY et al., 2006).

Durante a gestacdo, ocorre diminuicdo da resisténcia vascular periférica por
influéncia de mediadores como prostaciclina, 6xido nitrico e hormoénios gestacionais; e
aumento da frequéncia cardiaca, com consequente queda da pressdo arterial e
aumento do débito cardiaco. Isso pode ndo somente mascarar sinais iniciais de sepse,
como também piorar a hipoperfusdo normalmente associada ao quadro (GUINN et al.,
2007). Com isso, ap0s o0 sexto més de gestacao, ocorre queda da hemoglobina e do
hematdcrito, constituindo a chamada “anemia fisiologica da gestacdo” (REZENDE;
MONTENEGRO, 2003) que compromete a oferta de oxigénio aos tecidos. A
hipoperfusdo uterina e fetal decorrente deste fendmeno pode levar a acidose
metabdlica fetal (FERNANDEZ-PEREZ et al., 2005).

Estudos realizados por Guinn (2007) e Rezende e Montenegro (2003)
demonstraram que o sistema respiratério também sofre alteracdes, as quais tém por
objetivo aumentar a oferta de oxigénio para méae e feto e incluem o aumento do volume
corrente associado a reducdo do volume residual, sem alteragdes na capacidade
pulmonar total — com isso, a expiracdo materna se torna mais completa e ha maior
qguantidade de ar a ser inspirado. Ocorre aumento do volume-minuto em 30 a 40%.

Segundo os mesmos autores, a progesterona promove o estimulo ao centro
respiratério, levando a diminuicdo da PaCO2 e como mecanismo compensatorio ocorre
a diminuicdo dos valores do bicarbonato sérico. A hiperventilagéo fisiologica cria maior
gradiente de oxigénio do feto para a méae. Durante a sepse, porém, isso dificulta uma
resposta rapida a acidose metabdlica e prejudica a oxigenacéo.

O tbnus muscular em todo o trato gastrintestinal durante a gravidez se encontra
diminuido, o que leva ao refluxo gastroesofagico, retardo do esvaziamento gastrico e
transito intestinal lento (REZENDE; MONTENEGRO, 2003; GUINN et al., 2007). Tais

mudancas, associadas a fendmenos da sepse — aumento da permeabilidade da
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mucosa gastrica e lesdo mucosa secundaria a hipoperfusao — facilitam a ocorréncia de
translocacdo bacteriana e, portanto, uma piora do quadro clinico, além de aumentar o
risco de pneumonia aspirativa (GUINN et al., 2007; FERNANDEZ-PEREZ et al., 2005).

A gestagdo promove ainda mudangas na composi¢cao da bile, aumentando o
risco de colelitiase; durante a sepse, ocorre também aumento da producéo de citocinas
inflamatérias pelas células de Kupffer (estimuladas tanto pela isquemia quanto por
endotoxinas), levando a colestase, hiperbilirrubinemia e ictericia (FERNANDEZ-PEREZ
et al., 2005).

As modificacdes gravidicas nos componentes do sistema de coagulagéo
objetivam assegurar o dominio das perdas hemorragicas no sitio placentario. Estas
ocorrem a partir do primeiro trimestre, concomitantemente a elevacao do estrogénio e
da progesterona, que sdo 0s possiveis elementos causais desta modificacao
(REZENDE; MONTENEGRO, 2003). O estado pré-trombético gestacional eleva
substancialmente o risco de coagulagéo intravascular disseminado em pacientes com
sepse (CASTRO et al., 2008).

A sepse durante a gestacdo € um evento dramatico e ainda de alta mortalidade,
cuja fisiopatologia permanece em continua investigacdo. As alteracdes fisioldgicas da
gestacdo podem mascarar ou mesmo agravar o quadro clinico da sepse e, portanto,
estudos sdo de fundamental importancia para possibilitar o diagnéstico precoce, o qual

€ elemento crucial para o progndstico materno e fetal (CASTRO et al., 2008).

2.4 NEUROIMUNOMODULACAO

Atualmente, muitos grupos de pesquisa véem buscando integrar, em seus
estudos, a atuacdo entre os sistemas imune (Sl) e nervoso central (SNC). Tal
integracdo, associada aos dados obtidos por esses grupos, acabaram por resultar na
concepcao de uma grande area de pesquisa conhecida como Psiconeuroimunologia ou

Neuroimunomodulagédo. Esta area estuda 0s mecanismos através dos quais esses
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sistemas trocam informagdes, influenciando-se mutuamente, com evidentes
implicacdes fisiologicas e patoldgicas (ALVES; PALERMO-NETO, 2007).

Segundo a definicAo de Ader (2000), a Psiconeuroimunologia vem a ser a
ciéncia que estuda as interagcdes entre o comportamento, as funcbes neurais e
enddcrinas e 0S processos imunes.

Um determinado organismo, que enfrenta desafios enddgenos ou exdgenos,
tende a apresentar uma adaptacdo organica. Sendo este, o produto de um Unico e
integrado sistema em que cada uma das partes evoluiu para executar uma funcéo
especializada. A partir disso, esta ciéncia segundo a definicdo de Ader (2000) ndo pode
ser entendida completamente sem que se leve em consideracdo 0 organismo como um
todo e 0s meios externos e internos no qual as respostas comportamentais e imunes
ocorrem (ALVES; PALERMO-NETO, 2007).

Ha muito tempo as pesquisas na area da saude buscam a compreensdo dos
mecanismos fisioldgicos, implicados na regulacdo dos sistemas imune e nervoso. No
entanto, estes estudos, anteriormente desenvolvidos de forma isolada e fragmentada,
vém cedendo espaco para pesquisas integradas, levando em consideracdo as
complexas relacdes existentes entre os sistemas, que, de fato, veio trazer a tona a
percepcdo de que esses sistemas sdo partes de uma rede de controle muito mais
ampla (COSTA-PINTO et al., 2006).

Segundo Reiche e colaboradores (2004), a influéncia do sistema neuroendocrino
exercida sobre o sistema imune foi primeiramente explicada por Hans Seyle, que ao
expor animais a um conjunto bastante diversificado de estimulos nocivos, que incluia
exposicdo ao frio, injaria tecidual, excesso de exercicios e intoxicacdes, pdde observar
alteracdes como hipertrofia das glandulas adrenais, Ulceras gastricas e atrofia de
orgaos linfoides como timo, baco e linfonodos. Segundo esse mesmo autor, Seyle
encontrou tais alteracdes em todos os animais, independente do estimulo empregado,
que o levou a concluir que representavam uma resposta organica a injuria,
denominando-os de “sindrome de adaptacdo geral”’, posteriormente chamada de
estresse.

Como essa sindrome pode ser gerada por estimulos fisicos e psicolégicos e

como tem decorréncias tanto comportamentais quanto endocrinas, incluindo a
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influéncia destas sobre a atividade de 6rgédos linféides sobre células imunes, parece
natural supor que o SNC e o Sl interajam na preparacdo do organismo para acomodar
mudancas impostas pelo estressor (ALVES; PALERMO-NETO, 2007).

Segundo Licinio e Frost (2000), a ativacdo do eixo HPA e a conseqglente
producdo dos glicocorticéides durante o estresse sdo um dos principais mecanismos
responsaveis pelas alteracdes da resposta imune encontradas no decorrer deste
processo. Sabe-se serem os glicocorticides capazes de inibir a transcricdo de
inimeras citocinas, como de interleucina 1 (IL-1), IL-13, IL-5, IL-6, IL-8, fator de
necrose tumoral (TNF) e fator estimulante de colonia (GM-CSF) (GUYRE et al., 1988).
Inibem, ainda, a migracéo/quimiotaxia de eosindfilos e de neutrofilos (VAN OVERVELD
et al., 2003). Com isso, observa-se uma diminuicdo da resposta imune celular e um
aumento daquela dita humoral; nesta situacdo aumentam, no paciente estressado, a
susceptibilidade as alergias e as doencas auto-imunes mediadas por anticorpos
(ELENKOV et al., 2000).

Partindo-se do principio de que ha influéncia de mediadores do sistema imune
sobre o SNC induzindo a ativagdo do eixo HPA, a resposta por eles desencadeada
passa, entdo, a fazer parte do repertério daquelas que sdo chamadas coletivamente de
adaptativas ou de sindrome de adaptacdo geral ao estresse; essas respostas
envolviam classicamente apenas estimulos fisicos ou psicologicos. Como definido por
Blalock (1984), o sistema imune funcionaria, nessa situagdo, como um sistema
sensorial adicional, difuso, dindmico e em constante adaptacdo, que capacitaria 0 SNC
a receber e processar estimulos e mensagens que, de outro modo, ndo seriam
percebidos pelas vias sensoriais classicas.

Além da ativagdo do eixo HPA e alteracdes nos niveis de citocinas observados
em diversos trabalhos, o estresse também parece atuar por outra via, uma vez que 0S
efeitos do estresse foram diminuidos em animais que sofreram simpatectomia cirurgica.
Evidenciando assim, e mais uma vez, a importancia dos mecanismos simpaticos na
modulacdo da resposta imune (PACHECO-LOPEZ et al., 2003).

Hugo Besendovisky, na década de 70, também avaliou as intera¢des entre 0s
sistemas nervoso e imune; porém, o fez em sentido oposto. Em 1975, demonstrou que

a imunizacdo de animais com diferentes antigenos induzia mudangas neuroenddcrinas
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e de atividade no SNC. Nascia, entdo, o outro braco da neuroimunomodulagao: o
estudo dos efeitos de produtos originarios de processos imune/inflamatorios sobre a
atividade do SNC (ALVES; PALERMO-NETO, 2007).

Segundo esses mesmos autores, 0os estudos sobre os efeitos de citocinas na
regulacdo de respostas no SNC passaram, entdo, a compreender dois enfoques
diferentes e complementares: a tentativa de isolamento de moléculas e das vias
essenciais para a sinalizacdo do Sl para o SNC, e o estudo das alteragcbes
comportamentais no contexto em que se inserem, ou seja, como parte do repertorio de
comportamentos expressos pelos animais. Neste sentido, comeca a ficar cada vez
mais claro que as alteracdes de comportamento decorrentes de uma infeccdo néo séao
consequéncias de uma depresséao inespecifica do SNC, mas sim, de um conjunto de
adaptacoes especificas e muito bem organizadas nesse sistema.

Conforme ja descrito anteriormente, a ativacao do sistema imune por endotoxina
resulta em vérias alteracbes comportamentais, que sdo coletivamente chamadas de
comportamento doentio. Estudos comportamentais em animais de laboratorio séo
muito utilizados para avaliar efeitos farmacoldgicos através da analise de parametros
relacionados a efeitos ansioliticos, ansiogénicos, antidepressivos e retencdo de
memoria (ALMEIDA et al., 2001; SOUSA et al., 2004).

Um teste criado na década de 80, bem descrito na literatura e que tem a
finalidade de mensurar comportamentos relacionados a ansiedade é o Labirinto em
cruz elevado (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW et al.,, 1985; PELLOW; FILE,
1986). Sua utilizacdo como medida de ansiedade é baseada na averséo
incondicionada do animal por lugares abertos e sua confiabilidade como método para
avaliar tal comportamento é baseada em sua sensibilidade a inUmeros agentes
ansioliticos e ansiogénicos (HOGG, 1996). O tempo gasto em cada braco, o0 nimero de
entradas nos bracos abertos e as porcentagens de tempo e entradas s&o seus
parametros mais usados, sendo a permanéncia nos bragos abertos um indice confiavel
de ansiedade (PELLOW et al., 1985).

O estresse parece ser um dos principais fatores ambientais que predispdem um
individuo a depressao. Em cerca de 60% dos casos, 0s episddios depressivos sao

precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes, principalmente de origem
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psicossocial (POST, 1992). Para a andlise de atividade depressiva, o experimento de
Nado Forcado é muito utilizado em pequenos roedores, sendo este, um bom modelo
para inducao de estresse (PORSOLT et al., 1977).

Outro estudo utilizado na farmacologia é o Teste de Reconhecimento
espontaneo de objetos. Desenvolvido por Ennaceur e Delacour (1988) se trata de um
teste ndo aversivo e ndo espacial que tem sido cada vez mais utilizado como uma
poderosa ferramenta na avaliacdo de efeitos de drogas sobre a memdéria (ABE et al.,
2004; ENNACEUR; DELACOUR, 1988; NORMAN; EACOTT, 2004; OKUDA et al.,
2004; RAMPON et al., 2000). Ele se baseia na preferéncia que o roedor apresenta em
explorar um objeto novo. O Camundongo tende a explorar o objeto desconhecido por
mais tempo do que o utilizado na exploracdo da copia idéntica de um objeto ja
conhecido (a coépia idéntica € utilizada para evitar o efeito de memaoria pelo odor). No
entanto, na ocorréncia de uma falha mnemonica o animal tende a explorar os dois
objetos igualmente (ABE et al.,, 2004; ENNACEUR; DELACOUR, 1988; NORMAN;
EACOTT, 2004).

Além das alteracbes comportamentais causadas pela exposicdo ao LPS, foi
descrito que em resposta a um estimulo inflamatério/infeccioso o sistema imune
desencadeia a producdo de uma variedade de citocinas pro-inflamatérias, como
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a)
(RAMACHANDRA et al., 1992).

Estudo recente em camundongos prenhes (SCHMITZ et al., 2007) demonstrou
que a injecao intrauterina de LPS de E.coli provoca aumento da expressdao de
Fosfodiesterase 4B (PDE4B) e da atividade fosfodienterase na interface materno-fetal,
aumento nas concentracdes de TNF-a, IL-1f, IL-6, e IL-10 no liquido amnidtico o que
induz o parto prematuro e a diminuicdo da viabilidade fetal. No mesmo estudo, foi
constatado que inibicdo de PDE4 por rolipram parece impedir o aparecimento destas
citocinas pro-inflamatoérias.

As células uNK de camundongos expressam o gene para a oxido nitrico sintase
induzida INOS (HUNT et al., 1997). Os mesmos autores relataram que a producéo de
INOS pelas células Natural Killer uterinas estd diretamente relacionada a sua

diferenciacdo e esta producéo € iniciada e sustentada por meio da progesterona.
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Schmitz e colaboradores (2007), devido ao fato das células uNK se constituirem
da maior populagdo celular inflamatéria do endométrio uterino de camundongos
prenhes e seres humanos, utilizaram a citoquimica de lectina DBA para a identificacao
precisa destas células apoOs injecdo intrauterina de LPS. Em seus estudos estes
autores observaram que o0 numero total de células uNK aumentava apds este
tratamento e retornava ao normal apds o uso de rolipram. No entanto, estes autores,
ndo quantificaram os diferentes subtipos de células uNK contidos no endométrio, bem
como, nao analisaram a localizacdo de cada um destes subtipos ap0s o tratamento
com LPS, tdo pouco associaram alteracfes imunolédgicas (em células uNK) durante a
sepse na gestacdo com alteracdes comportamentais induzidas por um organismo que

pretende proteger ndo apenas a si préprio, mas também sua cria em desenvolvimento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

- Avaliar os efeitos da administracdo de LPS no comportamento, Utero e células
uNK de camundongos prenhes por meio do estudo etolégico, morfologico, citoquimico

e estereoldgico.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o comportamento de camundongos prenhes sob inflamacéo induzida por LPS
nos parametros relacionados a ansiedade, depressdo e memoria de reconhecimento
de objetos; e relacionar esses resultados aos obtidos através dos mesmos estudos

comportamentais realizados em camundongos prenhes normais.

- Analisar a morfologia do uUtero e das células uNK de camundongos prenhes

submetidos ao tratamento por LPS.

- Avaliar a expressdo de N-Acetil-D-Galactosamina nas células uNK por meio da
citoquimica de lectina DBA em cortes histolégicos de atero de camundongos

submetidos ao tratamento com LPS.

- Quantificar a incidéncia e distribuicdo dos 4 subtipos de células uNK DBA reativos em

cortes histolégicos de Utero de camundongos submetidos ao tratamento com LPS.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 60 camundongos fémeas Swiss, provenientes do Biotério da
Unifal-MG e mantidos em regime de alimentacdo e acesso a agua ad libitum, mantidos
em ciclo de 12/12 horas claro e escuro. Estes animais foram acasalados com machos
da mesma linhagem e o dia em cuja manha foi constatada a presenca da rolha vaginal
foi considerado como sendo o0 1° ddg. Todos os procedimentos com os animais foram

aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal da Unifal-MG.

4.2 Organizagao dos Grupos Experimentais

Todos os camundongos fémeas prenhes foram analisados no 10°ddg, periodo
em que ocorre o pico na producéo de IFN-y (Ashkar e Croy, 1999) e na quantidade de
células uNK (PAFFARO JR et al., 2003). Dos 60 camundongos fémeas, 10 animais
tratados com soro fisiolégico (SF) e 10 animais sem qualquer tratamento foram
utilizados sequencialmente para o estudo comportamental, morfoldgico, citoquimico e
estereoldgico. Além disso, 10 animais para cada periodo de teste (30 minutos, 1 hora,
2 horas e 4 horas apds o tratamento) sofreram a injecéo intraperitoneal de SF + LPS
(100uL/Kg do animal). Estes foram submetidos aos testes comportamentais e tiveram
seus sitios de implantacdo embrionaria coletados para os estudos morfologicos,
citoquimico e estereoldgico, como demonstrado na Tabela 1.

Todos os 60 animais tiveram sua temperatura corporal mensurada, via retal, por

termometro digital.
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Tabela 1 — Animais utilizados no estudo comportamental, morfolégico,
citoquimico e estereoldgico.

Animais | Tratamento Teste Coleta
Comportamental

n=10 Salina+LP$S 30 min SIE
n=10 Salina+LPS 1 hora SIE
n=10 Salina+LPS 2 horas SIE
n=10 Salina+LPS 4 horas SIE
n=10 Salina 1 hora SIE
n=10 -- -- SIE

« SIE = Sitio de Implantagdo embrionaria no 10° ddg.
* LPS de E.coli sorotipo 026:B6 a 100 pg/Kg.

Fonte — Do Autor.

4.3 Estudo Comportamental

Para o estudo comportamental foram utilizadas fémeas prenhes que receberam,
intraperitonealmente e no 10°ddg, a injecdo de LPS de E.coli sorotipo 026:B6 na dose
de 100 pg/Kg. As avaliacbes comportamentais dos parametros de ansiedade,
depressdo e memodria foram realizadas nos periodos de 0,5, 1, 2 e 4 horas pés-
tratamento com LPS, sendo utilizados, portanto, 10 animais em cada periodo. Outros
camundongos receberam apenas injecdo de soro fisiolégico intraperitoneal como
controle e estes tiveram seus comportamentos analisados pelos mesmos aparatos
utilizados no grupo experimental. Animais no 10° ddg, ndo submetidos a nenhum
tratamento foram também utilizados (TABELA 1). Todos estes animais foram
submetidos aos mesmos testes, ou seja, respectivamente o teste do labirinto em cruz,

seguido do teste de reconhecimento de objetos e finalmente o teste de nado forcado.
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4.3.1 Anédlise de ansiedade

O labirinto em cruz elevado é um método bem conhecido para detectar o efeito
de drogas ansioliticas ou ansiogénicas (FILE, 2001) e foi usado como modelo de
avaliacao de ansiedade nesse estudo. O teste do labirinto em cruz elevado consiste em
um aparato com dois bracos abertos (50 x 10cm cada), dois bracos fechados (50 x 10 x
40cm cada) e uma plataforma central (10 x 10cm) formando uma cruz suspensa a
50cm de altura (FIGURA 1). Os animais foram colocados no centro de frente para um
dos bracos fechados e filmados por cinco minutos. As medidas comportamentais
registradas foram: freqiéncia de entradas e o tempo despendido nos bracos abertos e
nos fechados. Um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bracos
abertos (entradas e tempo) revela um comportamento ansiolitico (LISTER, 1987; FILE
et al., 1990, CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).

Figura 1 - Labirinto em Cruz Elevado
utilizado para os testes comportamentais
referentes aos pardmetros de ansiedade.

Fonte — Do Autor.
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4.3.2 Analise de memoaria de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi adaptado do modelo descrito
anteriormente por Abe H, Ishida Y e lwaski T (2004). Este teste foi dividido em 3
sessoOes: familiarizacéo, teste e experimento. A sessao de familiarizagéo foi realizada
duas horas antes da proxima etapa, onde foi permitida a cada camundongo a
exploracdo do ambiente no qual foram realizados os testes, com o intuito de promover
a familiarizacdo do animal com local. O ambiente consiste em uma caixa de madeira
(65 x 45 x 45cm) forrada com maravalha (3cm de altura) (FIGURA 2). A sessao de
teste foi a filmagem da exposicdo de 2 objetos idénticos (Al e A2) a cada animal, no
ambiente descrito acima por 5 minutos. Os objetos foram deixados no canto oposto do
local onde o camundongo foi colocado. Foi mensurado o tempo gasto na exploracéo
dos objetos Al e A2 pelo camundongo pela analise do video. Na fase de experimento,
0s objetos foram tocados por um terceiro (A3) objeto também idéntico aos 2 anteriores
e por um quarto objeto (B) totalmente diferente, porém de volume semelhante. Os
objetos da fase de experimento foram colocados no mesmo lugar dos objetos da fase
teste e 0 camundongo foi exposto aos objetos e filmado por 5 minutos. Foi mensurado
0 tempo gasto na exploracdo de cada objeto. A exploracédo do objeto foi definida como
direcionamento do focinho ao objeto (a uma distancia de pelo menos 2 cm) e toque do
focinho no objeto (ABE et al., 2004).

A exploracao global (EG) dos objetos foi a soma dos tempos de exploracédo do

primeiro e segundo objetos na sesséo de treino.

EG = A1+A2

A exploracéo global no teste (EGT) foi definida como sendo a soma dos tempos

de exploracéo do terceiro e quarto objeto no teste.

EGT = B+A3

A habituacédo (H) foi aferida pela diferenca da exploracdo entre a sessao de

treino e o teste:
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H = ([A1+A2]-[B+A3])

A simples medida de reconhecimento (R) ou discriminacdo é a diferenca entre o
tempo gasto na exploracdo do novo estimulo (B) e o tempo gasto na exploracédo do
estimulo familiar (A3), ou seja, B-A3. Entretanto, para minimizar influéncia dos niveis
totais de exploracédo, é mais preciso utilizar a diferenca no tempo de exploracao dividida

pelo tempo de exploracéo total:

R = B-A3/B+A3

Figura 2 - Aparato utilizado para os testes
comportamentais referente aos parametros
de memdria de reconhecimento de objeto. A
imagem representa a etapa de experimento
(terceira etapa).

Fonte — Do Autor.

4.3.3 Analise de depresséo

Para detectar o efeito antidepressivo foi utilizado o teste do nado forgado
(‘forced swimming test”). Este teste foi desenvolvido por Porsolt; Bertin e Jalfre (1977)
para a pesquisa com drogas antidepressivas. Para tanto, foi utilizado um cilindro

vertical de vidro, com dimensdes de 14 cm de diametro e 25 cm de altura, preenchido
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com agua a 30°C até a altura de 20 cm (FIGURA 3). O volume de agua deve permitir
que o animal possa nadar ou boiar (“float”) sem encostar as patas ou a cauda no fundo
do recipiente. Para o teste, cada camundongo foi colocado no cilindro por 5 minutos e
foi avaliado o tempo de laténcia com que o animal exibe o comportamento de boiar e o
tempo total boiando (tempo em que o animal faz pequemos movimentos somente para
manter a cabeca acima do nivel da agua). Somente os 4 ultimos minutos foram

analisados, de acordo com a metodologia de Porsolt.

Figura 3 - Aparato utilizado para o teste
comportamental do Nado Forgado, para
avaliacdo dos parametros relacionados a
depressao.

Fonte — Do Autor.
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4.4- Processamento para Embebicdo em Parafina

Todos os animais foram perfundidos com paraformaldeido 4% em Tampéo
Fosfato 0,05M pH7,4, e foram coletados os sitios de implantacdo embrionaria. Estes
espécimes foram desidratados em gradientes crescentes de etanol e diafanizados em
xilol para embebicdo em parafina (Paraplast, Sigma Chemical Co. USA). Foram obtidos
cortes histolégicos dos blocos de parafina com espessura de 7um e estes foram
montados em laminas previamente revestidas com poli-L-lisina a 10%. Os cortes
histologicos foram submetidos a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) para

avaliacdo morfolégica e a histoquimica de lectina DBA.

4.5 Citoquimica com lectina DBA (Dolichos Biflorus agglutinin)

Os cortes histoldgicos contendo os sitios de implantacdo embrionaria dos
camundongos foram desparafinizados com xilol por duas vezes de 20 minutos, seguido
da hidratacdo em gradiente decrescente de etanol absoluto, 95°C, 85°C, 80°C e 70°C e
agua destilada, por cinco minutos em cada solucdo. ApGs hidratacao os cortes foram

submetidos a reacao de citoquimica para lectina DBA da seguinte maneira:

a. Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por 3 vezes;
b. Incubacéo com H,0, (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;

c. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

d. Incubacédo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos;

e. Incubacgdo com lectina DBA (Dolichos biflorus) biotinada (Sigma Chemical Co. USA)
diluida na proporcao de 1:300 em PBS/BSA 1% pH 6,8, overnight, a 4° C;

f. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;

g. Incubacédo com o complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co. — USA)

em PBS 0.05M na propor¢éao de 1:300 por 1 hora;
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h. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

I. Incubacédo DAB (3-3 Diaminobenzidina) (Sigma Chemical Co. — USA) (250uL) + PBS
0,05M pH 7,4 (2250 pL) + H,0, 30 vols. (20 pL).

j. Lavagem com agua destilada;

|. Contra-coloragdo com Hematoxilina durante 30 segundos;

m. Os cortes foram entdo desidratados em gradientes crescentes de etanol e
diafanizados em xilol, e montados em meio permanente para observacdo ao
microscopio fotdénico (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera digital acoplada (Digital

Sigth-Fil/Nikon/Japan) e software de analise de imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).

O controle negativo foi realizado pela adicdo do glicoconjugado contendo N-

Acetil-Galactosamina apos a incubacéo com a Lectina DBA.

4.6 Dupla marcacéo para lectina DBA (Dolichos Biflorus agglutinin) e perforina.

Os cortes histologicos contendo os sitios de implantacdo embrionaria dos
camundongos foram desparafinizados com xilol por 20 minutos duas vezes, seguido da
hidratacdo por cinco minutos em gradiente decrescente de etanol absoluto, 95°C, 85°C,
80°C e 70°C e em agua destilada. Apo6s hidratacdo os cortes foram submetidos a
reacao de dupla marcacdo para citoquimica com lectina DBA e imunocitoquimica para

perforina da seguinte maneira:

a. Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por 3 vezes;
b. Incubacéo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos;

c. Incubag&o com lectina DBA conjugada com fluoresceina (Sigma Chemical Co. USA)
diluida na proporcdo de 1:300 em PBS/BSA 1% pH 6,8, por 1 hora em temperatura
ambiente;

d. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;
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e. Incubagdo com anticorpo primario anti-perforina feito em cabra (Santa Cruz
Biotecnology, Inc. USA) diluido na proporcdo de 1:50 em PBS/BSA 1% pH 6,8,
overnight, a 4° C.

f. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;

g. Incubacdo com anticorpo secundario anti-cabra conjugada com Cy3 (Chemicon
International, Inc. USA), diluido na proporcao de 1:50 em PBS/BSA 1% pH 6,8, por 1
hora.

h. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

i. Os cortes foram montados em glicerol tamponado para observacdo ao microscépio
de fluorescéncia (A=520 and 560nm) (Nikon Eclipse 80i/Japan) com céamera digital
acoplada (Digital Sigth-Fil/Nikon/Japan) e software de analise de imagens (NIS-

Elements/Nikon/Japan).

O controle negativo para a perforina foi realizado pela subtracdo do anticorpo

primario anti-perforina indicado no item 4.6 e.

4.7 Imunocitoquimica para a-actina

Os cortes histoldgicos contendo os sitios de implantacdo embrionaria dos
camundongos foram desparafinizados com xilol por 20 minutos duas vezes, seguido da
hidratagdo por cinco minutos em gradiente decrescente de etanol absoluto, 95°C, 85°C,
80°C e 70°C e em agua destilada. Apés hidratacdo os cortes foram submetidos a

reacao de imunocitoquimica para a-actina da seguinte maneira:

a. Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por 3 vezes;
b. Incubacéo com H,0, (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;

c. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

d. Incubagéo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos;

e. Incubacdo com anticorpo anti-a-actina biotinilado (Sigma Chemical Co. USA) diluido
na proporcao de 1:100 em PBS/BSA 1% pH 6,8, overnight, a 4° C.
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f. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;

g. Incubacédo com o complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co. — USA)
em PBS 0.05M na proporcéao de 1:300 por 1 hora;

h. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

I. Incubacédo DAB (3-3 Diaminobenzidina) (Sigma Chemical Co. — USA) (250uL) + PBS
0,05M pH 7,4 (2250 pL) + H,0O, 30 vols. (20 pL).

j. Lavagem com agua destilada;

|. Contra-coloragdo com Hematoxilina durante 30 segundos;

m. Os cortes foram entdo desidratados em gradientes crescentes de etanol e
diafanizados em xilol, e montados em meio permanente para observacdo ao
microscopio fotdnico (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera digital acoplada (Digital

Sigth-Fil/Nikon/Japan) e software de analise de imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).

O controle negativo para a reagédo de imunicitoquimica para a-actina foi realizado

pela subtracdo o anticorpo primario anti- a-actina indicado no item 4.6 e.

4.8 Estudo Estereol6gico em Microscopia Fotdnica

Foram analisados, de forma aleatéria, 3 cortes histologicos de 3 sitios de
implantacdo embrionaria distintos submetidos a citoquimica de lectina DBA,
procedentes de 5 animais de cada grupo experimental para andlise estereoldgica.
Neste estudo quantitativo, foi obtida a densidade dos perfis (QA) em uma area teste
(AT) 200um2, dos 4 subtipos distintos de uNK localizados em 3 regifes do utero prenhe
de camundongos modificado a partir dos experimentos de Paffaro Jr et al., (2003) e
representado na Figura 4. A delimitacdo destas 3 regides obedeceram as variacdes
decorrentes do crescimento uterino de acordo com o dia de gestacdo. A area teste foi
delimitada através de um sistema de teste quadratico o qual possui duas linhas de
exclusdo e assim, foram contadas apenas as células que exibiram o nucleo localizado
na area teste nos cortes observados, exceto aquelas que tocaram as duas linhas de

exclusao do sistema teste.
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CTG

Figura 4 - Diagrama representando um sitio
de implantacdo de camundongo no 10° ddg e
areas 1 (R1), 2 (R2) e 3 (R3) utilizadas para
guantificac@o dos subtipos de células uNK. M,
Regido mesometrial; AM, regiao
antimesometrial; Mi, Miométrio; En,
Endométrio; TGC, células trofoblasticas
gigantes; E, Embrido.

Fonte: Modificado de Paffaro Jr et al.
(2003).

4.9 Analise Estatistica

O estudo representa um delineamento inteiramente casualizado (DIC), portanto,
a analise estatistica foi realizada por meio de analise da variancia (ANAVA) seguida do
teste de comparacdo das médias de Scott-Knott. Quando o0s pré-supostos de
normalidade e de homocedasticidade ndo foram satisfeitos, foi aplicado o teste néao
parameétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon. Valores de p < 0,05 foram considerados como

indicativos de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O choque séptico € um desafio para a medicina, uma vez que € responsavel por
uma taxa bastante elevada de mortalidade, mesmo com tratamento adequado a base
de antibioticos e vasopressores. Este estado doentio é caracterizado por vasodilatacao
periférica das artérias, que resulta em diminuicdo na resisténcia vascular sistémica,
débito cardiaco elevado, hipotensédo e perfusdo tecidual inadequada em resposta a
produtos bacterianos (GIUSTI-PAIVA et al., 2003; PARRILLO et al., 1990), tal estado
doentio, portanto, pode ser bastante prejudicial em mulheres gravidas que necessitam
de perfusao uterina adequada e o modelo de camundongo prenhe submetido exposto
ao LPS pode auxiliar no esclarecimento dos mecanismos envolvidos neste processo.

A literatura aponta que o choque causado por endotoxinas bacterianas é
acompanhado de alteracdo na temperatura corporal, a partir disso, no presente estudo

todos os animais utilizados tiveram sua temperatura mensurada (GRAFICO 1).

Temperatura Corporal
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Gréfico 1 - O grafico demonstra as médias da temperatura (°C) corporal
obtidas em cada grupo experimental. (*) Indica ocorréncia de diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo controle.

Fonte — Do Autor.
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Os camundongos prenhes no 10°ddg sem nenhum tratamento apresentaram
uma média de 37,18°C da temperatura corporal. Tal média ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) quando comparada com a média obtida do grupo experimental
onde foi administrado Soro Fisiolégico (37,05).

Logo ap6s a administracdo de LPS de E.coli, a temperatura corporal dos
camundongos prenhes diminuiu (p<0,01) de tal forma que apés 1 hora ela alcangou a
média de 35,67°C. Ap0s esta queda inicial, a temperatura ndo apenas voltou a subir
como ultrapassou a temperatura observada nos camundongos prenhes normais,
alcancando médias de 37,65°C apds 2 horas da aplicacio do LPS e 38,24°C apds 4
horas (p<0,05).

O LPS tem efeito sobre o organismo a partir da sua ligacdo com seu receptor: o
Toll-like receptor 4 (TLR4), que € um dos 11 receptores TLRs conhecidos até o
momento que sao existentes em humanos (Belvin; Anderson, 1996). Essa ligagdo do
LPS ao TLR4 ocorre com o auxilio da proteina ligadora de LPS (LBP) que é produzida
pelo figado durante a resposta de fase aguda. Tal ligacdo desencadeia a ativacdo de
uma cascata de sinalizadores intracelulares que culmina com a ativagdo de NF-kB
(Beutler, 2000) que, por sua vez, ativa a transcricdo de citocinas pro-inflamatérias,
principalmente TNF-q, IL-1 e IL-6 que participam do desenvolvimento da febre (Miyake,
2004; Janeway et al., 2007).

A atuacdo, no sistema nervoso central, das citocinas presentes no sangue apoés
a inflamacao ocorre de forma indireta, pelo fato destas citocinas ndo serem capazes de
ultrapassar a barreira hematoencefélica. Os 6rgdos cincunventriculares apresentam
receptores para tais citocinas pré-inflamatorias, bem como TLR4, que na presenca de
seus ligantes favorecem a producdo de prostaglandina (PGE;) (ENGBLOM et al.,
2003) via COX-2, que ativam a populacdo de neurbnios-alvo no centro
termorregulatério central através de receptores PGE, especificos (USHIKUBI et al.,
1998).

A febre apresenta um valor adaptativo para o animal, uma vez que favorece sua
recuperacédo aumentando a proliferacéo de linfocitos, ativando neutroéfilos envolvidos na
destruicdo de bactérias, auxiliando a sintese de anticorpos e diminuindo a multiplicacéo

de agentes termossensiveis (HART, 1988).



51

Os mecanismos que participam da regulagcdo da temperatura durante a sepse
ainda permanecem obscuros, no entanto, diversos aspectos devem ser considerados.
A infeccdo leva o hospedeiro a desenvolver respostas adaptativas que podem ser
resumidas em dois mecanismos. O primeiro € o mecanismo inflamatorio, envolvendo as
citocinas supracitadas, o segundo mecanismo € representado pela participacao
enddcrina e antipirética envolvendo o eixo HPA, com liberacdo de vasopressina e
outras moléculas que limitam a febre (GIUSTI-PAIVA, 2003).

Os resultados obtidos pelo presente estudo demonstram que a resposta do
organismo do camundongo prenhe frente a essa dose de LPS, no que diz respeito ao
desenvolvimento da febre, apresenta uma laténcia de aproximadamente duas horas
(GRAFICO 1). Esses resultados corroboram os encontrados por Giusti-Paiva e
colaboradores (2003) que estudaram ratos machos, e atribuiram que a alteracdo da
temperatura corporal se deve também ao comportamento bifdsico dos niveis de
vasopressina durante o choque séptico. Nesse estudo foi observado que até as duas
primeiras horas ap0s a administragdo de LPS ocorreu aumento nos niveis de
vasopressina concomitante a queda da temperatura. Apdés duas horas foi verificado
aumento de temperatura nestes animais e 0s niveis de vasopressina decairam.
Diversos estudos afirmam que a liberacdo de vasopressina é controlada pela acédo de
NO, como, por exemplo, o estudo que aponta que a infusdo intra cérebro ventricular
(i.c.v.) desse gas resulta em aumento nos niveis séricos de vasopressina (OTA et al.,
1993). Neste sentido, nossos resultados demonstraram que a prenhez néo foi capaz de
alterar a resposta que culmina no estabelecimento da febre durante a sepse.

As mesmas citocinas pro-inflamatorias responséaveis pelo desenvolvimento da
febre também influenciam o eixo HPA que resultam em alteraces comportamentais,
gue recebem o nome de comportamento doentio.

A ansiedade faz parte desse conjunto de alteragbes comportamentais e para
avaliar se a administracdo de LPS seria capaz de induzir tal alteracdo em animais
prenhes, foi utilizando como aparato o labirinto em cruz elevado, onde os parametros

avaliados foram taxa de entrada e taxa de permanéncia nos bracos abertos e fechados.
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Gréfico 2 - O grafico demonstra as médias da taxa de entrada nos
bragos do Labirinto em Cruz Elevado que os animais de cada grupo
experimental apresentaram. (*) Indica ocorréncia de diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo controle.

Fonte — Do Autor.
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Gréfico 3 - O grafico demonstra as médias do tempo (segundos) de
permanéncia no braco aberto que os animais de cada grupo
experimental apresentaram. (*) Indica ocorréncia de diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo controle.

Fonte — Do Autor.
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Permanéncia Brago Fechado
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Grafico 4 - O grafico demonstra as médias do tempo (segundos)
de permanéncia no braco fechado que os animais de cada grupo
experimental apresentaram. (*) Indica ocorréncia de diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo controle.

Fonte — Do Autor.

Foi observada reducdo (GRAFICO 2) na capacidade exploratdria dos bragos do
labirinto comparando o comportamento dos animais tratados com LPS com os
apresentados pelos animais prenhes no 10° ddg sem nenhum tratamento (p<0,05).

Além disso, as taxas de permanéncia nos bracos (GRAFICO 3) indicam que
apos 30 minutos da administracdo de LPS o0s animais ndo apresentaram
comportamento alterado nos parametros relacionados a ansiedade (p>0,05), e também
ndo existe diferenca significativa ao comparar o grupo normal (10°ddg) com o grupo
controle (Soro Fisiol6gico).

No entanto, a partir de 1 hora apdés a aplicacdo de LPS, os animais
demonstraram comportamento de ansiedade crescente (até 4 horas apés a aplicacdo),
diagnosticado pelo aumento da taxa de permanéncia destes animais nos bragos
fechados (GRAFICO 4) concomitante & diminuicdo da taxa de permanéncia nos bragos
abertos, demonstrando acéo ansiogénica do LPS nestes animais.

O comportamento de ansiedade em camundongos frente ao tratamento com
LPS ja foi observado anteriormente em estudos utilizando o proprio labirinto em Cruz
elevado, o Teste do Campo Aberto (SWIERGIEL e DUNN, 2007), e também outros
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aparatos como o Teste do claro-escuro (PAIVA et al., 2010), sendo o ultimo baseado
na situacdo natural onde o animal € exposto a um ambiente desconhecido, e na
preferéncia inata deste animal em permanecer no escuro. Neste Ultimo, a ansiedade é
mensurada pelo tempo que o animal demora em passar para o ambiente claro, a
quantidade de transigdes entre os ambientes, bem como o tempo de permanéncia no
ambiente claro.

As alteracBes comportamentais frente ao tratamento se devem a producéo de
citocinas que influenciam a atividade cerebral através da inducédo de ciclooxigenase 2
(COX2) e prostaglandina microssomal sintase 1 (MPGES1) nas células vasculares do
cérebro, traduzindo os sinais inflamatdérios em uma cascata de sinalizacdo de
prostaglandina (ENGBLOM et al., 2002 e 2003), que por sua vez ativam o metabolismo
de noradrenalina e serotonina alterando o comportamento do animal induzindo apatia e
comportamento ansiogénico, além de aumentar a secre¢cdo do Horménio Liberador de
Corticotrofina alterando o eixo HPA de tal maneira que a concentracdo plasméatica do
Horménio Adenocorticotrofico (ACTH) e de glicocorticéides se elevam. (BESEDOVSKY
et al., 1986; DUNN, 1988, 2000).

As regibes do sistema nervoso central responsaveis pelo padrdo normal de
ansiedade descritos na literatura sdo o hipocampo ventral, mas ndo o dorsal
(BANNERMAN et al., 2004; KJELSTRUP et al., 2002) e regido medial do cortex pré-
frontal que, por sua vez, faz conexdes com areas do sistema limbico (VERTES, 2004).
E possivel que tais regies possam sofrer influéncia de prostaglandinas produzidas
pela exposicdo do organismo ao LPS.

A geracgao de prostaglandina parece ser fundamental para o estabelecimento do
comportamento de apatia e queda da capacidade exploratoria, pois inibidores de COX
impedem que esse comportamento se estabeleca frente a exposicdo ao LPS (PAIVA et
al., 2010).

Segundo Hauger, colaboradores (2009), Ohmura e Yoshioka (2009) o
comportamento de ansiedade também ¢é estabelecido de forma enddcrina, pois a
administracdo de LPS aumenta a secre¢do do Hormonio Liberador de Corticotrofina
(CRF) (TURNBULL et al., 1998).
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No teste de reconhecimento de objetos os animais passaram pelas etapas de
familiarizacéo, teste e experimento. Os resultados obtidos a partir da etapa de teste
estdo expressos no Grafico 5, através da formula de exploracdo global, e os resultados
obtidos na etapa de experimento estdo expressos no Gréafico 6. A avaliacdo do teste
de reconhecimento espontaneo de objetos é dada pela taxa de discriminacéo

apresentada no Grafico 7.
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Grafico 5 - O gréfico demonstra as médias (segundos) obtidas a partir da
soma da exploracdo dos dois objetos (Al e A2) da etapa de teste
apresentada pelos animais de cada grupo experimental. (*) Indica
ocorréncia de diferenga significativa (p<0,05) quando comparado com o
grupo controle.

Fonte — Do Autor.
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Gréfico 6 - O grafico demonstra as médias obtidas através do tempo de
exploracdo (segundos) do objeto A3 e B apresentadas pelos animais de cada

grupo experimental. (*) Indica ocorréncia de diferenca significativa (p<0,05)
quando comparado com o grupo controle.

Fonte — Do Autor.
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Grafico 7 - O grafico demonstra as médias obtidas através da razdo entre a
exploracdo do objeto novo (B) menos a exploragcdo do objeto ja conhecido (A3)
e a exploracdo de B mais a exploracdo de A3 (segundos) apresentados pelos
animais de cada grupo experimental. Ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (p>0,05).

Fonte — Do Autor.
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Em nosso estudo, foi possivel identificar alteracbes comportamentais
relacionadas a diminuigdo na capacidade de exploracgéo global (Al e A2) (GRAFICO 5),
além da diminuicdo da capacidade de exploracdo dos objetos A3 e B na etapa de
experimento (GRAFICO 6), identificando assim, comportamento de sonoléncia e apatia
nesses animais, sendo estas alteracdes constituintes do comportamento doentio.

No entanto, foi possivel observar que ndo existe diminuicdo da capacidade de
reconhecimento de objetos a medida que o tempo de exposi¢cdo ao LPS aumenta, ou
seja, o tratamento ndo foi capaz de alterar a capacidade de retencdo de memaria em
curto prazo em camundongos durante a prenhez (GRAFICO 7).

Como descrito anteriormente, a apatia e diminuicdo na capacidade de
exploracdo parecem ser dependentes de prostaglandina, uma vez que inibidores de
COX impedem que esse comportamento se estabeleca frente & exposicdo ao LPS
(PAIVA et al., 2010).

Estudos realizados por Barichello e colaboradores (2007) utilizaram ratos Wistar
machos onde induziram a sepse pela perfuracéo e ligacdo cecal (CLP) e avaliaram o
comportamento de memoéria de reconhecimento de objetos dos que sobreviveram a
cirurgia. Em seus estudos, observaram que houve diminuicdo da capacidade de
retencdo de memdria nestes animais. O experimento de reconhecimento espontaneo
de objetos vem sendo utilizado como uma importante ferramenta de investigacao dos
efeitos de drogas sobre a memoria de curto e longo prazo e, também, para investigar
0S mecanismos pelos quais esses efeitos acontecem (TANG et al.,, 1999; BAKER e
KIM, 2002; ROSA et al., 2003). Portanto, segundo nossos resultados € possivel que a
prenhez em camundongos seja capaz de prevenir a perda de memoaria de curto prazo
apos sepse induzida por LPS. No entanto, cumpre salientar que a metodologia utilizada
por Barichello e colaboradores (2007) néo foi similar a desenvolvida neste trabalho,
sendo que a sepse foi induzida por CLP e apenas 10 dias ap0s a cirurgia os animais
foram submetidos ao teste comportamental.

Outro comportamento identificado como componente do comportamento doentio
que poderia estar alterado frente o tratamento € o depressivo. Como descrito
anteriormente, os animais de cada grupo experimental foram submetidos ao teste do

Nado Forgcado para avaliar a ocorréncia de possivel comportamento depressivo.
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Gréfico 8 - O grafico demonstra as médias do tempo (segundos) em que 0s
animais permaneceram estaticos durante o teste do nado for¢cado. (*) Indica

ocorréncia de diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com o
grupo controle.

Fonte — Do Autor.

Os resultados obtidos através do teste do Nado Forcado possibilitaram a
identificacdo do inicio do comportamento depressivo ja esperado pela inducdo da
inflamac&o por LPS. Ap6s 2 horas da aplicacdo do LPS (GRAFICO 8) ocorre um
aumento abrupto no tempo em que 0s animais permanecem estaticos (p=0,002). Tal
resultado sugere que estes animais estejam apresentando um comportamento
depressivo, e esta alteracdo confirma o estabelecimento do comportamento doentio.

O estado depressivo foi evidente a partir da segunda hora apos o tratamento e
persistiu até o ultimo periodo avaliado. Os resultados sugerem um periodo de laténcia
de 2 horas para que o comportamento depressivo se estabeleca no individuo, o mesmo
tempo de laténcia (2 horas) também foi observado para o estado febril.

Alteracbes do sistema imunolégico parecem preceder o desenvolvimento do
estado depressivo (YIRMIYA, 1997; 1999), além disso, tal estado esta relacionado com
0 aumento dos niveis séricos de citocinas, demonstrando a importancia dessas

moléculas na mediacdo das respostas emocionais e cognitivas frente a infeccgéo.
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Nossos resultados corroboram aos encontrados por (PAIVA et al., 2010) que
também encontraram significativo aumento do tempo que o animal ficou estatico 2
horas apos o tratamento com LPS. Nos estudos realizados por SWIERGIEL e DUNN
(2007) também foi observado aumento no tempo que os animais tratados com LPS
ficaram estéticos e sugeriram que os efeitos sdo similares aos obtidos pelos animais
que foram tratados apenas com IL-1.

O modelo de inflamacdo por LPS parece ser de grande importancia para
estudos de depressédo, apesar dos mecanismos pelos quais tal comportamento é
gerado ainda ndo serem completamente compreendidos. Apesar disso, Paiva e
colaboradores (2010) sugerem que a inducdo da depressao pela administracdo de LPS
possa ser dependente do mecanismo das ciclooxigenases, uma vez que 0 uso de
inibidores de COX diminuiu os efeitos gerados por esse tratamento.

Os resultados obtidos sugerem a ocorréncia de alteragbes comportamentais
evidentes frente a inflamacdo induzida pelo Lipopolissacarideo de E.coli. Tais
comportamentos incluem a evolucdo de quadros de ansiedade ap6s 1 hora do
tratamento, e de quadro febril e depressivo apds 2 horas, apesar de ndo alterarem a
memaria a curto prazo desses animais.

Estudos realizados por Croy e colaboradores (2005) demonstraram que a baixa
dose de LPS pode alterar a expressao de iNOS, porém, ndo o suficiente para causar
alteracdes morfolégicas imediatas em Utero prenhe de camundongos. Entretanto, ja
que o LPS é capaz de alterar a producéo de citocinas pro-inflamatorias, bem como a
expressdo de moléculas de adesdo (como selectinas) que favorecem a migracéo e a
diapedese de células imunoldgicas, € esperado que ocorram alteracdes no numero e
na atividade das células Natural Killer uterinas.

A partir da analise morfolégica dos cortes histolégicos de sitio de implantacao
embriondria dos camundongos normais, bem como dos animais que receberam a
injecdo de LPS submetidos a citoquimica de lectina DBA, foi possivel identificar os 4
subtipos das células Natural Killer uterinas caracterizados por Paffaro Jr e
colaboradores (2003) (FIGURA 5).
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Figura 5 - Fotomicrografias de cortes histologicos de sitios de implantacdo de camundongos
normais no 10° ddg mostrando células uNK (seta) do subtipo 1 (A), subtipo 2 (B), subtipo 3 (C) e
subtipo 4 (D). Notar a reatividade para lectina DBA (coloracdo castanho) na membrana superficie
e granulos destas células. Lectina DBA/DAB-Peroxidase/hematoxilina de Harris.

Fonte — Do Autor.

Sendo assim, o subtipo 1 das células Natural Killer uterinas apresentava aspecto
linféide, sendo pequena em didmetro, sem granulos citoplasmaticos e com nucleo
contendo predominantemente heterocromatina (FIGURA 5A). O subtipo 2 dessas
células apresentava diametro maior do que a anterior e possuia granulos
citoplasméticos (FIGURA 5B). O subtipo 3 era muito maior em diametro, apresentava
muitos granulos citoplasméticos e nucleo predominantemente em eucromatina

(FIGURA 5C). E finalmente o subtipo 4 representava o estagio de senescéncia dessas
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células com conteudo granular varidvel e grandes regides lembrando extracdo
citoplasmética (FIGURA 5D).

Adicionalmente, os animais que receberam injecdo de LPS intraperitoneal
exibiram células Natural Killer uterinas com alteracdes no padrdo de reatividade para
lectina DBA. Estas alteracdes impediram a classificacdo de um conjunto de células uNK
nos padrbes descritos para camundongos normais (PAFFARO JR et al., 2003) sendo,
portanto, necessaria a adicdo de um quinto subtipo de uNK denominado em nosso
estudo de uNKa (célula Natural Killer uterina alterada). As uNKa apresentavam
granulos de aspecto vazio e/ou descontinuidade da reatividade para DBA em suas
membranas e/ou auséncia de reatividade para DBA em seus granulos (FIGURA 6), a
exemplo do que foi descrito por Lippe (2007) apGs 6 horas da administracdo de LPS e
gue revelaram que estas alteracdes sdo semelhantes aquelas observadas no estudo

das uNK apés lesdo embrionaria em camundongos (ROMAN, 2001).
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Figura 6 - Fotomicrografia de corte histolégico de sitio de implantagdo de
camundongo no 10° ddg tratado com LPS. Notar os tipos de alteracbes no
padrao de reatividade para lectina DBA nas uNKa (setas). Observar granulos de
aspecto vazio, descontinuidade na reatividade para DBA na membrana e
auséncia de reatividade dos gréanulos citoplasmaticos. Lectina DBA/DAB-
Peroxidase/hematoxilina de Harris.

Fonte — Do Autor.
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Nossos estudos estereoldgicos demonstraram inicialmente que em todas as
areas analisadas o numero total de células uNK nos sitios de implantacdo aumentou
significantemente apds 30 minutos da injecao de LPS, este nimero se manteve apos 1
hora e 2 horas do LPS e diminuiu chegando a valores préximos do controle apos 4
horas nas regifes 1 e 3, porém n&o diminuiu na regido 2 (GRAFICO 9, 10 e 11). Estes
resultados demonstraram que o LPS injetado intraperitonialmente foi capaz de alterar
rapidamente o nimero de células uNK nos sitios de implantacdo embrionaria, a exemplo
do que foi demonstrado por Schmitz e colaboradores (2007) apés 2 horas da injecao da
mesma dose de LPS, porém, a administracéo foi feita dentro do Utero em camundongos
prenhes no 15° ddg causando intenso parto prematuro (75%). O nao restabelecimento
do nimero de uNK apos 4 horas exclusivamente na regido 2 pode ser explicado visto
que a regido dois, observada em nossos estudos, foi caracterizada em camundongos
normais como um area de intensa proliferacdo de uNK em estudos anteriores
(PAFFARO JR et al., 2008).

Média do total de células uNK por
Area Teste na Regido 1
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Grafico 9 - Andlise estereolégica mostrando o numero total de
células uNK na regiao 1 de sitios de implantagdo de camundongos
no 10° ddg normais e tratados com LPS. (*) Indica ocorréncia de
diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo
controle.

Fonte — Do Autor.
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Gréfico 10 - Analise estereoldgica mostrando o nimero total de
células uNK na regido 2 de sitios de implantagdo de camundongos no
10° ddg normais e tratados com LPS. (*) Indica ocorréncia de
diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com 0 grupo
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Quantidade de células

SF

30 min

1hora 2horas 4horas

Grupo Experimental

Area Teste na Regido 3

*

Controle

SF

30 min

lhora 2horas 4 horas

Grupo Experimental

i Controle
HSF

M 30 min

i 1hora

M 2 horas

4 horas

Média do total de células uNK por

i Controle
uSF

H 30min

i 1hora

M 2 horas

4 horas

Grafico 11 - Andlise estereoldégica mostrando o nimero total de
células uNK na regido 3 de sitios de implantagdo de camundongos no
10° ddg normais e tratados com LPS. (*) Indica ocorréncia de
diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com 0O grupo

controle.

Fonte — Do Autor.
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Figura 7 - Andlise estereoldgica da Regido 1 dos sitios de implantagédo
embrionéria dos camundongos normais e tratados (A). Observar aumento
na quantidade de células uNK imaturas (sibtipol) no Gtero de camundongos
apo6s 1 hora da injecdo de LPS (C) comparados com o grupo controle (B)
para essa regido. Apds 2 horas do tratamento foi possivel observar grande
quantidade de células uNKa (D), porém, apos 4 horas (E) a reatividade para
lectina DBA comecou a se restabelecer.

Fonte —

Do Autor.
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Quando procedida a andlise quantitativa dos 4 subtipos de uNK por regido, foi
possivel notar que na regido do miométrio e endométrio proximo ao miométrio da
regido mesomentrial, regido 1, (FIGURA 7), existiu um aumento significativo das células
uNK imaturas correspondentes ao subtipol apés 30 minutos (108/AT) da aplicacdo de
LPS em relacdo aos controles (10/AT) (FIGURAS 7A, 7B) e o numero elevado deste
subtipo se manteve apds 1 hora do tratamento (94/AT) (FIGURA 7A e 7C). Em 2 horas
apos LPS, o numero de uNK do subtipol (37/AT) diminuiu em relagdo ao momento
anteriormente analisado, mas continuou elevado quando comparado com 0s animais
normais (FIGURA 7A). O nimero deste subtipo de uNK continuou diminuindo até 4
horas da aplicacdo do LPS (16/AT) no entanto, continuava maior quando comparado
aos animais normais (FIGURA 7A).

Nesta regido ndo foram notadas diferencias significativas entre os animais
normais e tratados com soro fisiolégico (13/AT) (FIGURA 7A).

Concomitantemente ao aumento em numero das células do subtipo 1, foi
observado o aumento do subtipo 2 destas células na regido 1 apdés 30 minutos da
aplicacao de LPS (38/AT) e este se manteve elevado apos 1hora (26/AT) comparado
com o0s animais normais (15/AT) (FIGURA 7A). O numero de células Natural Killer
uterinas do subtipo 2 nesta regido continuou aumentado apdés duas (24/AT) e quatro
horas (19/AT) de tratamento.

O grande aumento de células uNK imaturas nesta regido, sobretudo do subtipo
1, apés o tratamento com LPS, sugere que o LPS induziu a migracédo de precursores
de uNK para o Utero. Estes resultados vao de encontro aos achados por Paffaro Jr e
colaboradores (2003) que mostraram que a regido 1 € a regido de chegada das células
uNK, fato esse que ocorre por volta do 5°, 6° ddg em camundongos normais.

Na regido 1, a quantificacdo revelou adicionalmente que apos os primeiros 30
minutos da aplicacdo do LPS ocorreu uma queda em numero de células do subtipo 3
(14/AT) (FIGURA 7A) essa contagem foi semelhante ao observado em 1h apds o
tratamento (12/AT). Apds 2 horas esse subtipo ainda foi observado em menor nimero
(22/AT) comparado com o normal (40/AT), mas aumentou apos 4 horas (35/AT)

alcancando os niveis normais esperados para esse dia de gestacdo observado em
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animais controle. Em relagcdo ao subtipo 3, os animais tratados com salina (36/AT)
também né&o apresentaram diferenca significativa quando comparado com o0 grupo
controle.

O subtipo senescente (subtipo 4), por sua vez, foi encontrado em menor
namero apos 30 minutos do LPS (11/AT) (FIGURA 7A), aumentou apos 1 hora do
tratamento (18/AT), mas se manteve reduzido comparado com o controle (32/AT). Com
2 horas apés o tratamento a contagem revelou que o subtipo 4 (15/AT) ainda era
menor do que o controle, mas alcancou a quantidade observada em camundongos
normais apos 4 horas (25/AT).

Na regido 01, foi observado o surgimento de células uNKa logo apos o
tratamento com LPS, ou seja, no periodo de 30 minutos ap0s a administracdo do
mesmo (16/AT) (FIGURA 7A). Essa quantidade aumentou significantemente no periodo
de 1 hora (42/AT) e 2 horas (75/AT) (FIGURA 7D), mas diminuiu no periodo de 4 horas
apos o tratamento (FIGURA 7E).

Em uma regido intermediaria entre o miométrio e o endométrio decidualizado
préximo ao embrido, regido 2, (FIGURA 7) foi possivel notar que o subtipo 1 de uNK
aumentou em numero apés os primeiros 30 minutos (16/AT) e 1 hora (11/AT) da
aplicacao de LPS, mas sua densidade voltou para niveis comparados ao normal (5/AT)

nos periodos subsequentes de tratamento.
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Figura 8 - Andlise estereoldgica da Regido 2 dos sitios de implantacédo
embrionaria dos camundongos normais e tratados (A). Observar aumento
na quantidade de células uNKa no atero de camundongos apds 30 minutos
da injecdo de LPS (C) comparados com o grupo controle (B) para essa
regido. Apés 2 horas do tratamento nimero de células uNKa aumentou (D),
porém, apds 4 horas (E) a reatividade para lectina DBA comegou a se
restabelecer.

Fonte — Do Autor.
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No que diz respeito ao niumero de uNK do subtipo 2, ndo foram constatadas
diferencas estatisticamente significativas até o periodo de 1 hora apos o LPS (12/AT).
No entanto, apés 2 horas houve diminuicdo deste subtipo (6/AT), seguido de um
aumento em numero ap6s 4horas (9/AT), nimero este proximo ao observado em
animais do grupo controle (11/AT).

Na mesma regido, a quantificacdo das uNK nos primeiros 30 minutos apos LPS
demonstrou reducdo do subtipo 3 de uNK (21/AT) comparado com o normal (33/AT)
(FIGURA 8A, 8B, 8C), bem como o observado apds 1 hora (19/AT) e 2 horas (15/AT)
(FIGURA 8D) apo0s esse tratamento. Ao atingir a quarta hora apos LPS, o numero de
células uNK do subtipo 3 parecia se restabelecer (37/AT) (FIGURA 8E).

O Subtipo 4 se manteve reduzido nesta regido ap6s o LPS, apesar de
apresentar discreto aumento entre os periodos de 2 horas (10/AT) e 4 horas (20/AT).

A exemplo do observado na regido 1, na regido 2 as células uNKa foram
notadas a partir de 30 minutos apos o LPS (FIGURA 8A, 8B, 8C), e aumentaram
expressivamente até 2 horas (FIGURA 8D) (70/AT), seguido de sua posterior reducao
apos a quarta hora (FIGURA 8E) (23/AT). A administracdo de soro fisiologico néo
alterou a quantidade das células uNK nessa regiao.

Na regido 3, localizada na por¢cao do endométrio mais proxima ao embrido em
desenvolvimento (FIGURA 9), foi possivel notar pequeno aumento do subtipo 1 de uNK
apos 30 minutos de LPS (13/AT). No entanto, estas células foram observadas em
namero reduzido até o periodo de 4 horas nesta regido (FIGURA 9A). As células do
subtipo 2 também se mantiveram em quantidade pequena durante todo o tratamento,

semelhante ao observado em animais controle (8/AT) (FIGURA 9A).



Contagem dos subtipos de uNK na Regidao 3
dos Sitios de Implantacdao Embrionaria

160

140
8 120 -
2
3 100 1 T '  Subtipo 1
§ 80 T ; ® Subtipo 2
2 60 -  Subtipo 3
cgv 40 M Subtipo 4

20 W uNKa
0
Normal SF 30'LPS 1hLPS 2hLPS 4hLPS

A Grupo Experimental

Figura 9 - Andlise estereoldgica da Regido 3 dos sitios de implantagdo
embrionaria dos camundongos normais e tratados (A). Observar aumento
na quantidade de células uNKa no atero de camundongos apds 30 minutos
da injecdo de LPS (C) comparados com o grupo controle (B) para essa
regido. Apés 2 horas do tratamento nimero de células uNKa aumentou (D),
porém, apoés 4 horas (E) a reatividade para lectina DBA ficou mais proxima
ao observado no grupo controle (B).

Fonte — Do Autor.
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O subtipo 3, nesta regido estava reduzido em nimero apés 30 minutos de LPS
(14/AT) e se manteve baixo até 2 horas (9/AT), mas aumentou apds 4 horas (26/AT),
alcancando média semelhante a observada para o grupo normal (32/AT).

A incidéncia do subtipo 4 na mesma regido foi semelhante aquela observada
para o subtipo 3, sendo que estas células diminuiram em numero nos primeiros 30
minutos (32/AT), mantiveram-se em numero reduzido até 2 horas (20/AT) e
aumentaram somente apos 4 horas do tratamento com LPS (47/AT), sem, contudo,
alcangar o nimero médio observado em animais controle (70/AT).

A semelhanca do observado nas regides 1 e 2, na regido 3, foi notado o
aparecimento de células uNKa a partir do periodo de 30 minutos apds o LPS (71/AT)
(FIGURA 9A, 9B e 9C). O numero destas células uNKa aumentou ainda mais até o
periodo de 2 horas apés LPS (121/AT) (FIGURA 9A e 9D). Interessantemente, o
aparecimento e aumento em numero de células uNKa foi concomitante a diminuicao do
namero de células uNK do subtipo 3 e 4 em todas as regiées analisadas (FIGURA 7, 8
e 9), sugerindo que as células uNK do subtipo 3 e 4 (mais diferenciadas) sdo as
principais células alteradas e provavelmente responsivas ao estimulo do LPS injetado
intraperitonealmente em camundongos prenhes. Além disso, foi possivel constatar nas
regides 2 e 3 0 aumento no numero de células uNK dos subtipos 3 e 4 simultaneo a
diminuicao da incidéncias de células uNKa no periodo de 4 horas apos LPS. Este dado
sugere fortemente que existiu restabelecimento na expressdo do acucar N-acetil-
Galactosamina nos granulos e superficie de células uNK, causando consequentemente
restauracdo no padrao de reatividade para lectina DBA nestas células.

Murphy e colaboradores (2005) administraram LPS em camundongos normais e
camundongos 1L10 " no 6° ddg e, ao avaliarem os sitios de implantagdo embrionaria no
12° ddg, afirmaram que a gestacdo n&do estava comprometida no primeiro grupo, mas
sim nos camundongos 1L10 7 ressaltando a grande importancia da Interleucina 10 na
regulacdo da inflamac&o em longo prazo. Além disso, afirmaram que ocorreu pequeno
aumento da citotoxicidade das células uNK mesmo nos camundongos normais apos o
tratamento com LPS. No entanto, em seus estudos nao foram avaliadas as alteracdes

imediatas em fungao da aplicagéo do LPS.
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Nossos resultados demonstram que, em um primeiro momento, ou seja, até 1
hora ap6s a administracdo de LPS, houve aumento de células uNK imaturas (subtipo 1
e 2) na regido 1, acompanhado pelo surgimento de células uNK alteradas nesta mesma
regido. Este pode ser um resultado ocorrido em funcdo do aumento de citocinas pro-
inflamatérias no ambiente uterino, provocando o influxo de uNK jovens e ativacdo das
uNK maduras. Além disso, alguns trabalhos demonstram que o LPS induz expressao
em macrofagos de varias quimiocinas (KOPYDLOWSKI et al., 1999) que podem estar
envolvidas nesse processo.

O fato de ocorrer o aumento expressivo de células uNK imaturas na regido 1 e
ndo tdo expressivo na regido 2, sugere que o aumento dessas células se deve ao
influxo e ndo a proliferacdo, jA& que a regido 1 foi caracterizada por Paffaro Jr e
colaboradores (2003) como sendo a regido de influxo e a 2 de proliferacdo de uNK,
Além disso, ndo foram observadas muitas células em mitose na regido 1 em relacao a
regido 2 em nossos estudos.

Estudos in-vitro utilizando células mononucleares periféricas em cultura
demonstraram que o tratamento com LPS induziu proliferacdo e ativacdo da
citotoxicidade das células NK periféricas (GOODIER; LONDEI, 2000; MIRANDA et al.,
1998). No entanto, para que iSSO ocorra parece ser necessaria a presenca de células
dendriticas (GOODIER; LONDEI, 2000) possivelmente por mediar a ativacdo das
células NK por liberarem citocinas estimulatorias.

O Lipopolissacarideo parece estimular a expressdo de IL-12 em células
trofoblasticas (ABRAHAMS et al., 2004), além de estimular a expressao de IL-12 e IL-
18 em macrofagos (D’ANDREA et al.,, 1992; OKAMURA et al., 1995). Wang e
colaboradores (2007) demonstraram que o Hormonio Liberador de Corticotrofina, que
se encontra em niveis aumentados durante a sepse, é capaz de aumentar a
sensibilidade das células trofoblasticas no reconhecimento de endotoxinas por
aumentarem a expressao de TLR4 nessas células, que passam a liberar grande
quantidade de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a e IL-8, que somados a IL-12, IL-
18 e outras citocinas podem participar da ativacao da citotoxicidade das células uNK.

No presente trabalho, foi bastante expressivo o aumento de células uNKa apoés a

aplicacdo de LPS até a segunda hora deste tratamento nas 3 regides dos sitios de
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implantacdo embrionaria estudados. Concomitante a este evento ocorreu a diminui¢éo
de uNK do subtipo 3 e 4, 0 que sugere que as principais células alteradas pelo LPS
sejam as células maduras e senescentes.

Como foram observadas célula uNK que apresentavam granulos vazios ou
auséncia de marcacdo nos granulos citoplasmaticos apés o tratamento com LPS, é
plausivel supor que estas alteracfes sejam indicativos de degranulacdo e ativacao da
citotoxicidade de uNK.

Nossos resultados revelaram que apés 4 horas da aplicacdo do LPS o namero
de células uNKa estava diminuido quando comparado com os periodos pds-tratamento
anteriores. Esta diminuicao foi concomitante ao aumento em numero de células uNK do
subtipo 3 e 4. Estes resultados sugerem um provavel restabelecimento da morfologia
das uNK com recuperacdo na expressao de glicoconjugados contendo N-acetil-
galactosamina na superficie e granulos das uNK apos 4 horas de tratamento. Um dos
fatores que podem atuar para esta recuperacédo, bem como, para o restabelecimento
da homeostasia uterina apés injecdo de LPS € a expressdo de IL-10 inibindo a
producdo das citocinas que ativam a citotoxicidade das uNK. Murphy e colaboradores
(2005) demonstraram que a administragéo de IL-10 e anti-TNF-a revertem os casos de
perda gestacional em camundongos tratados com LPS, bem como a quantidade e a
atividade citotoxica das células uNK.

Para avaliar se existia alteracdo no conteddo de perforina dos granulos
citoplasmaticos das células Natural Killer uterinas frente ao tratamento com LPS, as
laminas histoldgicas dos sitios de implantacdo embrionaria coletados foram submetidas
a técnica de dupla marcacéo de citoquimica para Lectina DBA e imunocitoquimica para
perforina (FIGURA 10).
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Figura 10 - Fotomicrografias de cortes Histolégicos de sitios de implantagdo de camundongos
no 10° ddg submetidos a dupla marcagéo de citoquimica de lectina DBA + imunocitoquimica
para perforina. Notar em animais normais (A e B) os granulos das células uNK positivos para
lectina DBA (setas) e para perforina (cabecas de seta). Observar os granulos reativos para
lectina DBA de aspecto vazio (C) e nao reativos para perforina (D) em animais ap6s 1 hora de
LPS. Lectina DBA-FITC (verde). Perforina-Cy3 (vermelho).

Fonte — Do Autor.

Por meio do estudo citoquimico e imunocitoquimico de dupla marcacdo foi
possivel identificar a reacdo positiva para lectina DBA nos granulos e superficie das
células uNK uterinas (FIGURA 10A) nos mesmos granulos positivos para perforina

(FIGURA 10B) em animais normais do 10° ddg. Contudo, em camundongos a partir de
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uma hora ap0s o tratamento com LPS, muitas células uNK apresentavam diferenca no
padrdo de reatividade para lectina DBA (FIGURA 10C). Adicionalmente foi constatado
que os granulos destas células ndo reagiram com o anticorpo anti-perforina (FIGURA
10D). Estes resultados demonstraram a queda brusca de perforina nos granulos das
UNK apés a injecdo de LPS e séo indicativos da rapida ocorréncia de citotoxidade
destas células em situacdo de sepse, o que corrobora os dados de Murphy e
colaboradores (2005), que injetaram LPS intra-uterinamente em camundongos durante
a gestacao.

Os efeitos de endotoxinas sobre a circulacdo estdo bastante estabelecidos na
literatura, como por exemplo, o efeito na a reducéo da resisténcia vascular que leva a
queda da pressao arterial. Particularmente durante a gestacéo, ocorre diminuicdo da
resisténcia vascular periférica (por influéncia de mediadores como prostaciclina, oxido
nitrico e horménios gestacionais) e aumento da freqiiéncia cardiaca, com consequente
gueda da pressao arterial e aumento do débito cardiaco. Neste sentido, a sepse na
gestacdo poderia causar diversos problemas para o desenvolvimento do feto em
funcdo da baixa perfusdo do ambiente uterino. Para avaliar a influéncia da
administracdo de LPS durante a gestacdo no que diz respeito a organizacdo de
filamentos contrateis dos vasos do ambiente uterino e das células uNK, as laminas
histol6gicas dos sitios de implantacdo embrionaria coletados foram submetidas a

técnicas de imunocitoquimica utilizando anticorpo primario para a-Actina (FIGURA 11).



Figura 11 -.Fotomicrografias de cortes histoloégicos de SIE no 10°ddg. Pode-se
observar o controle negativo (A) e reacdo positiva (B) da imunocitoquimica para a-
actina, além do detalhe de “B” mostrando reatividade nos vasos (C) e em células
com morfologia semelhante a uNK (D). Apds 30 minutos (E-H), 1 hora (I-L) e 2 horas
(M-P) da injecdo de LPS foi possivel observar reducéo da reatividade para a-actina
no miométrio, vaso do miométrio, vaso do endométrio e células com morfologia
semelhante a uNK respectivamente. Na quarta hora ap6s o tratamento (Q -T) foi
notado restabelecimento da reatividade nestas células (S e T). a-actina/Peroxidase-
DAB e Hematoxilina de Harris.

Fonte — Do Autor.
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Em camundongos normais por meio da imunocitoquimica, diferente dos
controles negativos para a reacéo (FIGURA 11A), foi observada reacdo positiva para a-
actina nas células musculares lisas do miométrio, na camada muscular de vasos
sanguineos encontrados tanto no miométrio quanto no endométrio da regido
mesometrial (FIGURA 11B, 11C), bem como, em células de morfologia semelhante as
células Natural Killer uterinas (FIGURA 11D). Interessantemente, a rea¢ao positiva para
a-actina foi encontrada polarizada nas células uNK e voltada para a direcdo do embrido
implantado. Tais resultados sugerem a existéncia da polarizacdo de a-actina em
determinadas regides das células uNK para provavel montagem de contatos focais
para migracdo em direcao a regido 3, proxima do embrido implantado, o que corrobora
os achados na literatura que sugeriram que as uNK de camundongos migram de &reas
mais distantes do embrido para proximo deste (PAFFARO JR et al., 2003) sobre um
substrato rico em fibronectina (ZAVAN et al., 2010) durante a gestacao.

Passados 30 minutos da administragdo de LPS, continuou sendo observada a
expressao de a-actina nas células musculares lisas e vasos do miométrio (FIGURA 11E
e 11F). No entanto, a reacado para a-actina era fraca nos vasos do endométrio e nas
células dessa regido (FIGURA 11G, 11H), em comparacdo com o observado no utero
de camundongos normais.

A reacgao positiva para a-actina continuou sendo observada no periodo de 1 hora
apos LPS no miométrio (células musculares lisas e vasos) (FIGURA 111 e 11J), e neste
periodo de tratamento os vasos do endométrio ndo apresentavam reatividade para o
anticorpo anti-a-actina (FIGURA 11K) e reducdo substancial na expressdo desta
molécula foi observada nas células de morfologia semelhante as células uNK (FIGURA
11L). Apesar de mais fraca, continuou a ser observada a reacao positiva nos vasos e
células musculares lisas do miométrio no periodo de 2 horas (FIGURA 11M, 11N) e 4
horas apos inoculagcdo do LPS (FIGURA 11Q e 11R). Os vasos do endométrio da
regido mesometrial ndo reagiram para o anti-a-actina no periodo de 2 horas (FIGURA
110) e 4 horas (FIGURAS 11S) apos LPS e as células observadas nao reagiram para
este anticorpo no periodo de 2 horas (FIGURA 11P), mas voltaram a apresentar
reatividade no periodo de 4 horas (FIGURA 11S e 11T).
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Estes resultados sdo contrarios aos obtidos por Monk e colaboradores (2004),
que sugeriram que baixas doses de LPS ndo alteram o diametro de vasos sanguineos
na regido mesometrial de cortes histologicos de sitio de implantacdo embrionaria
corados com Hematoxilina e Eosina. No entanto, estes autores néo realizaram estudos
a respeito da expressao de a-actina nesses vasos.

Células musculares lisas de vasos sanguineos possuem elevada quantidade de
proteinas contrateis, como a-actina, que sdo afetadas por mediadores locais como a
endotelina-1 e TGF-B1 (Transforming Growth factor B1) (FISHER et al., 1997). E
sabido que o Lipopolissacarideo de bactérias gram negativas medeia a ativacdo de
vasodilatadores, alterando a acdo contratii da musculatura lisa pelo aumento da
expressdo de oOxido nitrico sintase (LIU et al., 1997) e prostaglandinas
(SCHILDKNECHT et al.,, 2004). Além disso, células musculares lisas de vasos
sanguineos expressam TLR4 e CD14 que sdo capazes de sinalizar até mesmo com
baixas quantidades de LPS na circulacdo, resultando na diminuicdo da expresséo de
genes cujos produtos estdo relacionados a contracdo, como o0 gene da a-actina
(SANDBO et al., 2007). Portanto, nossos resultados sugerem que apés tratamento com
LPS ocorre a desorganizacao dos filamentos contrateis dos vasos (principalmente das
regibes 2 e 3 localizadas no endométrio da regido mesometrial) do Utero de
camundongos submetidos a injecao intraperitoneal de LPS, até o periodo de 4 horas
apos o tratamento. Esta desorganizacdo pode estar relacionada tanto com a
despolimerizacdo destes filamentos quanto com o impedimento da re-polimerizacéo
dos mesmos, como mecanismo de relaxamento dos vasos sanguineos que pode levar
ao aumento no aporte sanguineo para nutricdo da decidua e do embrido durante a
sepse em camundongos prenhes.

Interessantemente, apos tratamento com LPS foi diagnosticada diminuicdo até
perda total da reatividade para a-actina em regides polarizadas das células de
morfologia semelhante as uNK. As células uNK sao conhecidas por sua capacidade de
migracdo sobre um substrato rico em fibronectina, tanto em cultura (CROY; KISO,
1993) quanto in vivo (ZAVAN et al., 2010). A diminuicdo da reatividade para a-actina
nas células uNK apés o LPS, sugere que ocorra desmontagem de contatos focais

nestas células impedindo sua migragcdo em um momento onde estas células podem ter
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seu metabolismo voltado para responderem ao agente infeccioso por meio da ativacéo
de sua citotoxidade. No entanto, ndo existem dados na literatura a respeito da
expressao de a-actina em células cNK ou uNK durante a citotoxidade.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, é possivel observar que a
administracdo da endotoxina de E.coli causou, no organismo materno, alteracfes
comportamentais e imunoldgicas que tiveram a finalidade de reduzir os efeitos do
estressor visando a homeostasia, 0 que deve ocorrer nao apenas para proteger a si
préprio, mas também para reduzir os efeitos do LPS sobre a gestacédo destes animais.

O organismo materno identifica a presenca da endotoxina atravées da ligacdo do
LPS com os receptores TLR4 e traduz para o sistema nervoso, endocrino e
imunoldgico através de respostas celulares envolvendo a producdo de citocinas e
interleucinas. Esses sistemas, entdo, devem atuar de forma integrada para restabelecer
a homeostasia (MIYAKE, 2004; JANEWAY et al., 2007).

A comunicagdo entre o sistema nervoso central e o sistema imunolégico ocorre
pelo intermédio de hormdnios, como os que participam do eixo HPA e HPG (eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Gonadal), por exemplo, e por respostas autonémicas simpaticas.

Os glicocorticoides sao horménios esteroidais secretados em resposta a
ativacao do eixo HPA por agentes estressores como as endotoxinas de bactérias gram-
negativas. Tal estresse rapidamente estimula neurdnios liberadores de CRH do nucleo
paraventricular do hipotalamo caindo na eminéncia mediana que alcanca receptores na
hipéfise liberando ACTH que, por sua vez, estimula o cértex da adrenal a liberar
glicocorticéide. Este hormbnio apresenta diversas funcfes e entre elas a capacidade
antiinflamatoria e imunossupressora (DOUGLAS, 2005).

A prolactina foi apontada como fator capaz de promover o balan¢go na secre¢ao
de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias das respostas Thl e Th2
respectivamente, (DOUGLAS, 2010). Segundo este mesmo autor, este balanco é
essencial para manutencdo da tolerancia imunologica, caracteristica do microambiente
uterino durante a gestacdo, e a administracdo de LPS causa diminuicdo da
concentragdo de prolactina periférica, o que poderia causar desbalanco de citocinas

prejudicando gestacao.
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A diminuicdo da secrecdo de prolactina poderia levar a redugdo dos niveis de
progestrerona, que também atua no balanco das citocinas no ambiente em questao.
Portanto, a reducéo desses dois hormdnios, nessas condi¢des, estimularia o0 aumento
da secrecdo paracrina de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, 1I-1, IL-6 e TNF-a), além de
gerar consequéncias neurobiologicas como ansiedade e depressdao (KAMMERER et
al., 2006; RICH-EDWARDS et al., 2008; LACASTER et al., 2010).

O sistema nervoso simpético também apresenta resposta frente ao estresse a
partir dos horménios catecolaminérgicos (adrenalina e noradrenalina) que favorecem a
disponibilizacdo energética pela rapida mobilizacdo de glicose. Além disso,
proporcionam a ativacdo de mecanismos centrais noradrenérgicos do troco cerebral
para o sistema limbico e hipotdlamo que, pela interacdo com varios sistemas
neuroendocrinos apresentam respostas ao estresse como comportamento de
ansiedade, medo ou agressao (DOUGLAS, 2005; 2010).

Nossos estudos apontam que trinta minutos apo6s a administracdo do LPS, o
organismo responde com o influxo de células uNK imaturas para o ambiente uterino,
alcangando o sitio de implantacdo embrionaria pela regido 1. Além disso, as células
uNK maduras e senescentes (subtipo 3 e 4) passam a apresentar alteracdes em sua
morfologia, que vao desde granulos vazios até descontinuidade na marcacdo da
membrana e auséncia de marcacdo nos granulos citoplasmaéticos.

O quadro clinico da sepse apresenta como sintoma a vasodilatacdo periférica o
que compromete a oferta de oxigénio aos tecidos. Nesse sentido, a hipoperfuséo
uterina poderia levar a acidose metabdlica fetal (FERNANDEZ-PEREZ et al., 2005).
Nesse mesmo periodo (30 minutos apos a administracdo de LPS) a reatividade de
vasos sanguineos para o anticorpo anti-a-actina diminuiu como constatado em nossos
ensaios imunocitoquimicos. A evidente diminuicdo nesta reatividade sugere que
durante a gestacdo de camundongos submetidos a sepse ocorre o relaxamento dos
vasos no ambiente uterino possivelmente para proporcionar um maior aporte
sanguineo a decidua e ao embrido para restabelecimento da homeostase.

Ainda nesse periodo pos-tratamento, mas agora sobre um ponto de vista
comportamental e neurocognitivo, 0s camundongos se demonstraram apaticos, ou

seja, em estado caracterizado pelo desinteresse geral, indiferenca ou insensibilidade
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aos acontecimentos, como pode ser demonstrado pela diminuicdo da taxa de entradas
nos bracos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado e pela diminuicdo da
exploracdo de todos os componentes utilizados no teste de reconhecimento de objetos.

Apos uma hora da administracdo de LPS tanto a apatia quanto diminuicdo da
marcagao para a-actina persistiram, mas nesse momento se estabeleceu o
comportamento analogo a ansiedade, caracterizado como a antecipacdo emocional de
uma situacao aversiva, de dificil controle e provavel ocorréncia.

No mesmo momento em que O comportamento analogo a ansiedade se
estabeleceu, o numero de células uNK dos subtipos 3 e 4 decaiu ao passo que a
quantidade de células NK alteradas aumentou. Concomitante a esses eventos, a
marcacao para perforina (parte do contetdo dos granulos citoplasmaticos das células
uNK) diminuiu, sugerindo a ocorréncia de degranulacdo. Tais efeitos podem ter
ocorrido em funcdo da diminuicdo de prolactina e progesterona que além de causar
efeitos neurobioldgicos, também gera desbalanco das citocinas no ambiente uterino
(SZEKERESBARTHO; WEGMANN, 1996; SZEKERESBARTHO, 1997).

Na segunda hora pés-tratamento, os comportamentos febril e depressivo se
estabeleceram. Como descrito anteriormente, a febre apresenta um valor adaptativo
para o animal, uma vez que favorece sua recuperacdo aumentando a proliferacao de
linfocitos, ativando neutrofilos envolvidos na destruicdo de bactérias, auxiliando a
sintese de anticorpos e diminuindo a multiplicacdo de agentes termossensiveis. O
estabelecimento do comportamento analogo a depressdo pode ser associado a
anedonia, alteracdes cognitivas e psicomotoras.

Concomitante a isso, foi observado o pico na quantidade das células uNK
alteradas nas 3 regidoes estudadas dos sitios de implantacdo embrionaria, e a falta da
marcacao de perforina persistiu.

No Ultimo periodo pos-tratamento avaliado, os quadros de apatia, febre,
ansiedade e depressao ainda puderam ser observados, no entanto, a quantidade de
células do subtipo 3 e 4 se restabeleceu ao passo que a quantidade de células uNKa
diminuiu, fato este que pode ter ocorrido por influéncia da IL-10 como discutido

anteriormente.
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Nossos achados na investigacdo morfofisiologica do Utero e das células uNK
aliados aos conhecimentos da neuroimunoendocrinologia descritos na literatura nos
permitem a construcdo da seguinte hipétese para o efeito de carater estressor do LPS

de camundongos durante a gestacédo (FIGURA 12).

LPS Sistemas: Nervoso,
Endécrino e Imunoldgico
|
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Figura 12 - Organograma que sintetiza as hipéteses para os mecanismos envolvidos nas
alteracdes observadas durante a gestacdo em funcdo do estresse provocado pela administracéo
de LPS em camundongos no décimo dia de gestacdo. A exposicdo ao LPS identificada pela
ligacdo a receptores TLR4, induzem a producdo de citocinas e interleucinas que acarretam em
mudancas neuroimunoenddcrinas representando valores adaptativos para o animal, favorecendo
sua recuperacdo e restabelecendo a homeostasia. Os glicocorticéides e catecolaminas sao
conhecidamente secretados em resposta ao estresse. Estes hormdnios, somados a prolactina e
progesterona, podem romper o equilibrio da resposta Th1/Th2 fundamental para o sucesso da
gestacao.

Fonte - Modificado a partir de Douglas (2010).

E possivel que, por provocar a secrecdo de citocinas e interleucinas pelo sistema
imune (MIYAKE, 2004; JANEWAY et al., 2007), o LPS induza a sintese de
glicocorticéides e catecolaminas que por sua vez tém o potencial comprovado
(DOUGLAS, 2005) de causar a diminuicdo da expressao de prolactina e progesterona
causando aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias (tipo Thl). Este

desbalanco na resposta Th1/Th2 pode levar ao aumento da febre, apatia, ansiedade e
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depressao, caracteristico do estado doentio, concomitantemente ao aumento do influxo
de precursores das células uNK para a regido 1 (PAFFARO JR et al.,, 2003) do
ambiente uterino e inducéo da citotoxidade de uNK mediada por perforina. A expressao
fisiolégica de IL-10 em resposta a situacdo de sepse (MURPHY et al.,, 2005) em
conjunto com o relaxamento dos vasos que nutrem o embrido e a decidua, podem

reverter os efeitos do LPS restaurando a homeostase uterina .
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos por nossos estudos comportamentais, somados aos
obtidos pelos estudos morfolégicos, citoquimicos e estereolégicos nos permitem

concluir que:

- O tratamento com LPS induziu, nos camundongos prenhes, estado febril e depressivo
apos 2 horas do tratamento, comportamento de ansiedade apos 1 hora e resultou em
queda da capacidade de exploracdo de memadria sem alterar a memaria de curto prazo
destes animais. Portanto, a prenhez parece prevenir a perda de memaria recente (de
curto prazo) em animais tratados com LPS, mas n&do impede o estabelecimento da

febre e as mudancas etolégicas que caracterizam o comportamento doentio.

- A grande seletividade da citoquimica de Lectina DBA permitiu a identificacéo,
caracterizacao e quantificagcdo segura dos subtipos normais de uNK (subtipo 1 a 4) e
alterados (uUNKa) em nossos estudos, comprovando a eficiéncia deste método também

em modelos animais com gestacdo modificada.

- As células uNK DBA reativas aumentam rapidamente e expressivamente em numero
apos 30 minutos do tratamento com LPS e este nUmero tende ao restabelecimento

para numero normal 4 horas apdés o tratamento.

- O tratamento com LPS provoca aumento expressivo e rapido no nimero de células
UNK do subtipo 1 e 2 (formas imaturas) em regides mais distantes do embrido,
sugerindo recrutamento acentuado de células precursoras das uNK durante a sépse

em camundongos prenhes.

- O LPS causa aumento no numero de células uNKa a partir de 30 minutos apés
tratamento, concomitantemente a diminuicdo em numero das formas mais diferenciada

(subtipo 3) e em provavel senescéncia (subtipo 4), sugerindo que as uNK mais
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maduras sdo as mais afetadas e/ou responsivas a situacdo de sépse durante a

gestacao.

- A reducéo no numero de uNKa apos 4 horas do tratamento com LPS concomitante ao
aumento da incidéncia de uNK do subtipo 3 e 4 neste periodo indicam que os efeitos

do LPS sobre as células uNK sao revertidos rapidamente durante a gestacao.

- A injecao intraperitoneal de LPS causa perda da reatividade para perforina nos
granulos das uNK evidenciada pela imunocitoquimica, o que indica que estas células

podem ser ativadas para citoxidade durante a sepse de camundongos prenhes.

- A sepse mimetizada pelo LPS parece provocar o relaxamento da musculatura lisa dos
vasos uterinos que nutrem a decidua e o embrido e este relaxamento pode ocorrer
como parte de um mecanismo de restabelecimento da homeostasia uterina durante a

gestacdo frente a infeccao.

- O LPS provoca perda gradativa da reatividade para a-actina em um regido polarizada

das células uNK e esta reatividade é restaurada apds 4 horas do tratamento.

- O estudo comportamental nos parametros de ansiedade, depressdo e memoria
relacionados diretamente ao estudo do estresse executados em nossos trabalhos,
foram importantes tanto para avaliagdo de animais tratados com LPS, quanto para

avaliacao das condicGes de manutencédo dos animais utilizados.
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