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RESUMO

DAOLIO, G A J. Caracterizacdo do processo de diferenciacéo sincicial no labirinto de
placentas de camundongo. 2017. 102 f. Dissertagéo (Mestrado em Biologia Celular e
Tecidual) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sé&o
Paulo, 2017.

A barreira placentéria € constituida por duas camadas de células sinciciais, uma
camada de células trofoblasticas gigantes e o endotélio fetal. Apesar da importancia
das camadas sinciciais no transporte molecular entre mée e feto, 0 exato
mecanismo de formacdo dessa barreira ndo esta completamente elucidado em
camundongos. Em humanos, estudos sugerem que a formacdo do
sinciciotrofoblasto ocorre por um processo de fusao celular dependente de Caspase-
8, uma proteina iniciadora da cascata de apoptose. Desta forma, este estudo teve
como proposta analisar o processo de formacgéo das camadas sinciciais do labirinto
em placentas de camundongos e o possivel envolvimento da caspase-8 neste
processo. Sitios de implantacdo foram coletados de camundongos fémeas nos dias
8,5 a 11,5 de gestacdo e caracterizados morfologicamente através de marcadores
de células precursoras sinciciais (EpCAM) e de células sinciciais maduras (SIc16A3)
por meio de reacfes imunohitoquimicas. A expressdo génica dos marcadores
diferenciais de células sinciciais também foi analisada por RT-PCR na regido
labirintica dissecada nos diferentes dias de gestacdo. A expressdo de Caspase-8
total e clivada também foi avaliada por Western blot e a relacdo entre a presenca de
Caspase-8 clivada e a inducdo de apoptose, avaliada por TUNEL e pela
imunolocalizacdo da Citoqueratina 18 clivada. Tambem foram realizadas analises
com células labirinticas cultivadas, isoladas nos dias 8,5 a 10,5 de gestacdo. As
células cultivadas foram caracterizadas morfologicamente e avaliadas quanto a
expressdo génica de marcadores sinciciais e proteica de Caspase-8. No0ssos
resultados mostraram que 0s primeiros sinais morfolégicos de formacgéo da barreira
placentaria ocorream no dia 9,5 de gestacdo. O marcador EpCAM foi encontrado na
base da placenta nos dias 8,5 e 9,5. No dia 11,5 de gestacado, o labirinto ja se
encontra estruturado e funcional, o que foi indicado pela expresséo de SIc16A3, nos
dias 10,5 e 11,5 de gestacdo. A expressao génica dos fatores de transcricao
associados ao desenvolvimento das camadas sinciciais mostraram expressées
crescentes ao longo do periodo estudado. Caspase-8 total e clivada mostrou intensa
expressdo no dia 9,5 de gestacdo, e aparentemente ndo estava associada a morte
celular por apoptose, uma vez que nao se detectou reatividade pela reacdo de
TUNEL ou imunomarcacdo de Citoqueratina 18 clivada nas células labirinticas em
formacdo em nenhum dos dias estudados. Células labirinticas obtidas aos 9,5 dias
de gestacdo e cultivadas formaram ninhos celulares ao longo das 48 horas de
cultura, com indicios morfolégicos de sincicializagdo. A imunolocalizacdo do
marcador de células progenitoras do labirinto, EpCAM foi mais intensa nas culturas
de 6 horas e se limitou a areas ao redor dos ninhos celulares apos 48 horas.
Inversamente, a imunolocalizacdo do transportador sincicial SIc16A3 né&o foi
observada ap6s 6 horas de cultura, mas foi bastante intensa no centro dos ninhos
celulares apos 48 horas. As culturas de labirinto de 9,5 das de gestacdo, também
mostraram aumento de expressao das Sincitinas A e B ao longo do tempo de cultivo.
A andlise da expresséao proteica de Caspase-8 mostrou expressdao mais alta apés 6
horas de cultivo do que a observada nos demais tempos experimentais. Por outro



lado, a forma ativa (clivada) da caspase aumentou gradativamente apds 24 e 48
horas de cultivo. Culturas submetidas ao tratamento com o inibidor farmacolégico de
Caspase-8 — z-IEDT-fmk, mostraram perfis morfolégicos alterados com reducdo da
formacéo dos ninhos celulares e diminuicdo da reatividade ao SIc16A3. A expresséo
dos marcadores de diferenciagdo Sincitina A e B também foi significativamente
diminuida (p<0.05) nestes experimentos em que a inibicdo da Caspase-8 clivada foi
comprovada por Western blot. Estes achados mostraram a expressdo de Caspase-
8, principalmente no dia 9,5 de gestacdo, nas células trofoblasticas labirinticas da
placenta de camundongos e sugerem sua participacdo na formacdo das camadas
sinciciais do labirinto.

PALAVRAS-CHAVE: Caspase-8. Barreira placentéria. Labirinto. Sinciciotrofoblasto.
Placenta.



ABSTRACT

DAOLIO, G A J. Characterization of the sincicial differentiation process of labyrinth in
mice placenta. 2017. 102 p. Masters thesis (Departament of Cell and Tissue
Biology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo, 2017.

Two layers of syncytial cells, a layer of trophoblastic giant cells and the fetal
endothelium form the placental barrier. Despite the importance of the syncytial layers
in molecular transport between mother and fetus, its exact developmental
mechanism is still not completely elucidated in rodents. In humans, studies suggest
that the formation of the syncytiotrophoblast occurs through a cell fusion process
dependent on Caspase-8, an apoptosis cascade-initiating protein. In this way, this
study had the proposal to analyze the process of formation of the syncytial layers of
the labyrinth in placentas of mice and the possible involvement of Caspase-8 in this
process. Implantation sites were collected from female mice on days 8.5 to 11.5 of
gestation and morphologically characterized by the labyrinthine precursor cell marker
— EpCAM, and the mature syncytial cell marker - SIc16A3, through
immunohistochemical reactions. The gene expression of the differential markers of
syncytial cells was analyzed by RT-PCR in the labyrinthine region dissected on the
different days of gestation. Total and cleaved Caspase-8 expression was also
evaluated by Western blot and the relationship between the presence of cleaved
Caspase-8 and the induction of apoptosis as assessed by TUNEL and the
immunolocalization of the cleaved Cytokeratin 18. Analyzes were also performed
with cultured labyrinth cells, isolated on days 8.5 to 10.5 of gestation. The cultured
cells were characterized morphologically and evaluated for the gene expression of
syncytial markers and Caspase-8 protein. Our results showed that the first
morphological signs of placental barrier formation occurred on day 9.5 of gestation.
The EpCAM marker was found at the base of the placenta on days 8.5 and 9.5. At
day 11.5 of gestation, the labyrinth is already structured and functional, which was
indicated by the expression of SIc16A3, on days 10.5 and 11.5 of gestation. The
gene expression of the transcription factors associated with the development of the
syncytial layers showed increased throughout the studied period. Total and cleaved
Caspase-8 showed intense expression at day 9.5 of gestation, and apparently was
not associated with cell death by apoptosis, since no reactivity was detected by the
TUNEL reaction or cleaved Cytokeratin 18 immunolabeling in the labyrinthine zone.
Labyrinthine cells obtained at 9.5 days of gestation formed nests during the 48 hours
of culture, with morphological signs of syncytialization. Immunolocalization of the
progenitor cell marker EpCAM was more intense in the 6-hour cultures and was
limited to areas around the cell nests after 48 hours. Conversely, immunolocalization
of the syncytial transporter SIc16A3 was not observed after 6 hours of culture but
was quite intense at the center of the cell nests after 48 hours. Labyrinthine cell
cultures of 9.5 gestation days also showed increased expression of A and B
syncytins throughout the culture time. Analysis of the protein expression of Caspase-
8 showed higher expression after 6 hours of culture than that observed in the other
experimental times. On the other hand, the active (cleaved) form of Caspase
gradually increased after 24 and 48 hours of culture. Cultures submitted to the
pharmacological inhibitor of Caspase-8 - z-IEDT-fmk showed altered morphological



profiles with reduction of cell nests formation and a decrease of reactivity to SIC16A3.
The expression of the differentiation markers A and B Syncytins was also
significantly decreased (p <0.05) in the experiments, in which the inhibition of the
cleaved Caspase-8 was confirmed by Western blot. These findings show the
expression of Caspase-8, mainly on day 9.5 of gestation, in the labyrinthine cells of
the mice placenta and suggest its participation in the formation of the labyrinthine
syncytial layers.

Keywords: Caspase-8. Placental barrier. Labyrinth. Syncytiotrophoblast. Placenta.
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A placenta é um 6rgao transitorio caracteristico da gestacdo. Essa estrutura é
formada por diferentes tipos celulares que, em associacdo, permitem e fornecem
condicdes para um perfeito equilibrio funcional entre os organismos materno e fetal.
A estrutura chave para as trocas materno-fetais na placenta de camundongo € uma
regido denominada de labirinto. Esta regido € a mais vascularizada da placenta e &
formada pela barreira placentaria ou membrana interhemal (JOLLIE, 1963;
HERNANDEZ-VERDUN, 1974; SIMMONS et al., 2008). Esta unidade contém uma
camada (camada 1) de células trofoblasticas gigantes sinusoidais (CTG-s) que
entram em contato com o0 sangue materno e, duas camadas sinciciais (camada Il e
[l) em contato com os capilares fetais. Essa camada de células fusionadas é
responsavel pelo transporte de nutrientes que pode ocorrer nos dois sentidos:
organismo materno para organismo fetal e vice-versa. Este transporte utiliza
diferentes mecanismos, incluindo proteinas transportadoras de membrana
(HERNANDEZ-VERDUN, 1974; revisto por BURTON; FOWDEN, 2012).

Muito do que se sabe atualmente sobre a formacédo da placenta e, desta
regido placentaria, deve-se especialmente aos animais knockout, que tendo a
expressdo de certos genes neutralizada, permitiu compreender mecanismos
essenciais como a fusdo cério-alantoideana (WATSON; CROSS, 2005) e a
diferenciacdo do sinciciotrofoblasto (ANSON-CARTWRIGHT et al.,, 2000;
SCHREIBER et al., 2000). Estes knockouts também foram de extrema importancia
para a descoberta de fatores de transcricdo, como o Geml (do inglés, Glial cell
missing homolog 1,BASYUK et al., 1999), dos marcadores exclusivos de trofoblasto,
como o Tpbpa (do inglés Trophoblast specific protein alpha, SCOTT et al., 2000),
das vias de diferenciacdo das células trofoblasticas gigantes (SIMMONS et al.,
2007), do papel das sincitinas na formagdo da camada de sinciciotrofoblasto
(DUPRESSOIR et al., 2005) e, mais recentemente, na caracterizacdo de populacfes
de células tronco placentarias (UENO et al., 2013; NATALE et al., 2017). No entanto,
muitos detalhes moleculares desses processos ainda sdo pouco conhecidos devido
a sua extrema complexidade.

Na placenta humana, a regido de trocas que corresponde ao labirinto em
camundongos é denominada de regido vilosa por conter vilosidades coribnicas.
Estas estruturas sdo revestidas por sinciciotrofoblasto e repousam sobre células
individualizadas, as células citotrofoblasticas vilosas. Proliferacdo e mecanismos de

fusdo entre estas células sdo responsaveis por gerar a camada sincicial e
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consequentemente dar origem ao sinciciotrofoblasto (ENDERS, 1965; BURTON et
al., 2003).

Estudos de Huppertz e seus colaboradores no final da década de 90,
mostraram evidéncias, nas quais o processo de fusdo das células citotrofoblasticas
estaria associado a ativacdo da Caspase-8, em um mecanismo semelhante ao
desencadeamento de apoptose (HUPPERTZ et al.,, 1999). Em linhas gerais, os
autores sugeriram que 0s estgios iniciais da apoptose estavam relacionados a
interrupcéo do ciclo celular levando a clivagem de proteinas do citoesqueleto. Como
consequéncia, haveria desestruturacdo da membrana plasmatica e ativacdo de um
processo de diferenciacdo celular que, permitindo maior interacdo entre células
vizinhas, culminaria com a sincicializacdo do trofoblasto e incorporacdo de novas
células a camada sincicial ja formada. Também foi mostrado o papel das proteinas
Sincitinas A/B e seus receptores - proteinas do envelope de retrovirus incorporados
ao genoma humano — no potencial de fusionamento destas células (HUPPERTZ et
al., 2006).

Neste estudo, buscou-se investigar a possivel participacdo da Caspase-8 no
processo de formacgdo do sinciciotrofoblasto labirintico, ampliando dessa forma o
conhecimento sobre a formacéo da placenta em camundongos. Ressalta-se que a
barreira placentaria nesta espécie tem sido exaustivamente estudada como modelo
para estudos de intercorréncias da gravidez, tornando desta forma, o esclarecimento

de seus mecanismos morfogenéticos de extrema relevancia.
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2.1 Formagéao da placenta em camundongos

A placenta € um 0Orgéo transitério presente em mamiferos, sendo responséavel
pela manutencdo da gestacédo, na medida em que desempenha fungdes essenciais
para a adaptacdo do organismo materno e sobrevivéncia fetal em muitos de seus

aspectos.

O desenvolvimento placentario € um processo complexo. Alteracdes diretas ou
indiretas das vias de sinalizagdo que atuam em suas funcbes ou desenvolvimento
podem causar intercorréncias gestacionais associadas a desvios morfologicos,
anatémicos, funcionais ou até mesmo a morte fetal e materna (ROSSANT; CROSS,
2001).

Esse 6rgdo, cuja funcdo primordial € mediar trocas de substancias e oxigénio
entre 0s organismos materno e fetal e, ainda, produzir horménios imprescindiveis
para a gestacao, € constituido principalmente por células epiteliais diferenciadas,
chamadas trofoblasticas. Em sua forma madura, a placenta é formada pelas regides:
placa coridnica, localizada na regido basal em contato com o amnio, labirinto, maior
regido da placenta, ocupando uma posicao intermediaria, zona juncional, constituida
pelo espongiotrofoblasto, células de glicogénio e células trofoblasticas gigantes
parietais e, decidua, o constituinte materno da placenta. E na regio do labirinto que
ocorrem as trocas moleculares entre o sangue materno e fetal através da barreira
placentaria. A barreira, por sua vez, € constituida por duas camadas de
sinciciotrofoblasto e uma camada de células trofoblasticas gigantes sinusoidais,
além das células endoteliais dos vasos sanguineos fetais. Sinciciotrofoblasto em
contato com o sangue materno também € encontrado em placentas humanas,
caracterizando a classificacdo dessas placentas em hemocoriais (HERNANDEZ-

VERDUN, 1974; WATSON; CROSS, 2005).

Apesar de diferengas na estrutura e na fisiologia entre as placentas humana e
de camundongo, o modelo murino ainda € muito utilizado no estudo de
intercorréncias gestacionais humanas, na medida em que expressa marcadores de
superficie e vias de sinalizacdo semelhantes, além da facilidade de manipulagéo

génica nesta espécie.
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2.2 Implantacao

Em camundongos, por volta do dia 3,5 de gestacdo, o embrido atinge o estagio
de blastocisto, que se caracteriza por apresentar duas populacdes celulares
distintas: as células periféricas denominadas de trofoectoderma, que revestem o
blastocisto e formardo a placenta e, as células da massa celular interna (MCI ou
embrioblasto), um aglomerado celular internalizado no blastocisto que formar4 o

corpo do embrido. O blastocisto ainda contém uma cavidade - a blastocele.

A formagcdo do blastocisto inicia-se precocemente com 0 processo de
compactacdo da morula. Nesta fase, os blastbmeros se aproximam e se unem entre
si por meio de proteinas de adeséo e jun¢des intercelulares. Durante esse processo,
0s blastdbmeros que permanecem em contato com a zona pelldcida, mais
externamente, ddo origem ao trofectoderma, enquanto que as células que ficam
internalizadas déo origem a MCI (Figura 1A). Essas células expressam os fatores de
transcricdo Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4) e Nanog (Nanog
homeobox) enquanto que as células do trofectoderma expressam o fator Cdx2
(Caudal type homeobox 2, revisto por CROSS, 2000; SIMMONS; CROSS, 2005).
Além disso, as células da MCI expressam o fator de crescimento fibroblastico Fgf4
(Fibroblast growth fator 4, TANAKA et al., 1998) ao mesmo tempo em que o receptor
para este fator de crescimento é expresso nas células do trofectoderma (FgfR2 —
Fibroblast growth factor receptor 2). Evidéncias mostram que as vias de sinalizacao
desencadeadas pela ligacdo Fgf4-FgfR2 nas células do trofectoderma participam do
processo de diferenciacdo dos diversos tipos de células trofoblasticas (TANAKA et
al., 1998; HAFFNER-KRAWSZ et al.,1999, revisto por SIMMONS; CROSS, 2005). A
regido que contém as células da MCI é conhecida como polo embrionéario, enquanto
gue a regido oposta recebe o nome de polo abembrionario (Figura 1). As células da
MCI em contato com a cavidade blastocistica ddo origem ao endoderma primitivo,
qgue formara o saco vitelinico visceral e parietal. As células embrioblasticas restantes
em contato com o trofectoderma dao origem ao epiblasto, o qual formara o embrido

propriamente dito (Figura 1B).

O processo de diferenciacao do trofectoderma se inicia na regido abembrionaria,
ao redor do dia 4,5 de gestacdo. Estas células sofrem um processo de
endoreplicacdo (aumento da quantidade de DNA, sem divisdo celular), aumentam
suas proporcoes celulares e nucleares (ENDERS; SCHLAFKE, 1967; BEVILACQUA;
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ABRAHAMSOHN, 1988, 1989) e sao denominadas de células trofoblasticas gigantes
primarias ou células trofoblasticas murais (CTG-m, HU; CROSS, 2010). Estas
células estdo relacionadas ao processo de implantacdo do blastocisto na regido
antimesometrial uterina. Essa populacédo de células sdo as primeiras a adquirirem
diferenciacdo completa durante a embriogénese. No polo embrionario, as células do
trofectoderma polar em contato com as células do embrioblasto, proliferam e formam
0 ectoderma extra-embrionario (Figura 1C). As células do ectoderma extra-
embrionario expressam os marcadores Err2/Err3 (Estrogen-related receptor beta),
Eomes (Eomesodermin), Cdx2 (SIMMONS; CROSS, 2005) em resposta ao Fgf4.
Esses fatores sdo necessarios para manter a proliferacdo dessas células (GUZMAN-
AYALA et al., 2004), o que desloca as células do embrioblasto - que ja se encontra
diferenciado em epiblasto e endoderma primitivo - para o interior da blastocele. Esse
evento morfogenético culmina com (Figura 1D): a) o revestimento externo do
ectoderma extraembrionario e epiblasto pelas células do endoderma primitivo
(também em expanséo nesta fase); b) formacdo de uma cavidade entre as células
trofoblasticas murais e o endoderma, formando o saco vitelinico; e c) formacéo de
uma cavidade interna ao epiblasto continuo com o ectoderma extraembrionario, a
cavidade pré-amniodtica (SNELL, 1966).

Trofoblasto Cone Trofectoderma
Polar ari
Ectoplacentario Ectoderma
| MCI Ectoderma Extra-Embrionario
Epiblasto Extra-embrionério
Endoderma B
Endoderma N Visceral N Ensi‘:'::::a N E)f"a, <
primitivo > Eniblast > >Embrlonar|o Hinha
. v [l Endoderma Primitiva
Blastocele Endoderma Epiblasto Visceral Epiblast
3 Parietal pibasto
Célul Endoderma
Trofoblasto inyg Parietal
Mural Trooblasticas Cavidade
Gigant
igantes ) Pré-Amniética
Dia 4 da gestagio Dia 5 de gestagdo Dia 5.5 de gestacao Dia 6 de gestacao

Figura 1. Esquema representativo da diferenciacao celular sofrida pelas células trofoblasticas
polares e abembrionarias apds a implantagcéo. As células do trofoectoderme mural ddo origem as
células trofoblasticas gigantes. As células trofoblasticas polares dao origem ao cone ectoplacentario e
ao ectoderma extraembrionario, que ao proliferar desloca as células do epiblasto para o interior da
blastocele. Este movimento faz com que o ectoderma extraembrionario e o epiblasto sejam revestidos
pelas células do endoderma primitivo; a cavidade entre as células trofoblasticas murais e o
endoderma, forma o saco vitelinico (dividido em parietal associado ao trofoblasto e, visceral
associado ao epiblasto); a cavidade interna que se forma no epiblasto e ectoderma extraembrionario
é a cavidade pré-amniotica. Modificado de
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL3530/DEVO_03/ch03f23.jpg.

2.3 Desenvolvimento inicial da placenta de camundongos
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A continua proliferacdo das células do trofoectoderme polar forma uma estrutura
projetada para a regido mesometrial — 0 cone ectoplacentario, que contém células
centrais e periféricas (Figura 2). As células centrais possuem grande capacidade
proliferativa, muitas com caracteristicas de células-tronco, expressando o0s
marcadores Esrr3, ErB8, Eomes (HEMBERGER; CROSS, 2001; ROPER;
HEMBERGER, 2009; BEVILACQUA et al., 2014), sendo conhecidas também como
células trofoblasticas intermediarias (CROSS, 2000; ROPER; HEMBERGER, 2009;
SENNER, 2012). Algumas destas células expressam também genes associados ao
processo de diferenciacdo do cone ectoplacentario, tais como Ascl2 (ou Mash2,
Achaete-scute complex-like 2), Hand1 (Heart and neural crest derivatives expressed
1) e Tpbpa (Trophoblast specific protein alpha, CARNEY et al.,1993; SCOTT et al.,
2000).

As células periféricas, por sua vez, assim como as células gigantes primarias,
tornam-se polipléides, aumentam suas dimensGes e foram inicialmente
denominadas em conjunto de células trofoblasticas gigantes secundarias
(BEVILACQUA; ABRAHAMSOHN, 1988, 1989; GONCALVES et al, 2003;
SIMMONS et al., 2007). Atualmente essa populacao trofoblastica tem sido também
denominada de células gigantes trofoblasticas parietais (CTG-p). S&o derivadas de
precursores presentes no cone ectoplacentario e no ectoderma extra-embrionario, o
que foi demonstrado pela expressdo de marcadores moleculares nestas duas
populacdes celulares tais como os genes Prl3d1 e Prl4al (Prolactin family 3 and 4,
subfamily d and a, member 1, CARNEY et al., 1993; TANAKA et al., 1998; MA;
LINZER, 2000; HUGHES et al., 2004; SIMMONS et al., 2007, 2014).

Estas células possuem diferentes niveis de especializacdo, associadas a
diferentes morfologias e marcadores moleculares (SIMMONS; CROSS, 2005;
SIMMONS et al., 2007; HU; CROSS, 2010) e fazem a interacdo com os tecidos
uterinos em todo o perimetro do cone ectoplacentario (Figura 2A). Elas néo
proliferam e possuem alta capacidade invasiva e fagocitica (BEVILACQUA,
ABRAHAMSOHN, 1988, 1989; AMARANTE-PAFFARO et al., 2004). Participam de
importantes processos como a implantacdo do blastocisto na regido mesometrial,
interacdo com a decidua, secrecdo de horménios e moléculas de regulacéo,
imunorregulacdo, angiogénese e defesa do embrido (CROSS et al.,, 1994,
SIMMONS et al., 2007; HU; CROSS, 2010).
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As CTG secundarias que se encontram associadas aos sinusoides maternos séao
denominadas de células trofoblasticas gigantes parietais - CTG-p (SIMMONS et al.,
2007) e possuem como marcador exclusivo a Catepsina Q (Ctsq, ISHIDA et al.,
2004; SIMMONS et al., 2007).

Durante a fase de implantacdo embrionaria e imediatamente apos, as CTG-p da
regido mural e posteriormente também na regido embrionéria, invadem os vasos
sinusoidais endometriais substituindo gradualmente suas células endoteliais
(BEVILACQUA; ABRAHAMSOHN, 1988, 1989). Esta invasdo vascular leva ao
extravasamento de sangue na malha de CTG-p que envolve todo o embrido,
estabelecendo a primeira superficie de trocas entre os organismos materno e
embrionario. A interacdo das CTG-p com 0s vasos arteriais maternos é mais tardia e
ocorre por meio das células trofoblasticas gigantes associadas a artérias abreviadas

como CTG-spa.

2.4 Estrutura da placenta madura de camundongos

A placenta madura € composta por uma por¢ado materna — a decidua mesometrial,
e porcgao fetal, composta por trés regides distintas, a zona juncional, labirinto e placa

coribnica. Sua composicao celular e fun¢des sdo discriminadas nos tdpicos a seguir.
Decidua

A decidua tem importante papel na interface materno-fetal, constituindo a por¢céo
materna da placenta.

Apbés o periodo de implantacdo, por volta do dia 5 de gestacdo, ocorrem
alteracbes morfologicas, moleculares e funcionais no endométrio, que em conjunto
recebem o nome de reacdo decidual ou decidualizacao (revisto por RAMATHAL et
al., 2010; FAVARO et al., 2014). Esse processo € importante para o estabelecimento
de uma interface materno-fetal e formacdo de um ambiente permissivo ao
crescimento fetal. E um processo altamente regulado e influenciado, principalmente
por alteracdes nos niveis dos hormoénios — estrégeno e progesterona — e de seus
receptores (MA et al.,, 2003; RAMATHAL et al., 2010; DAIKOKU et al.,, 2011,
FAVARO et al., 2014).
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O processo de decidualizacdo é caracterizado por alteracbes nas ceélulas
estromais uterinas que proliferam e transdiferenciam, substituindo suas
caracteristicas conjuntivas por um perfil epitelial, incluindo formas celulares
volumosas, justapostas e poliédricas, acumulo de lipideos e glicogénio, e producéo
de horménios como a prolactina (ABRAHAMSOHN; ZORN, 1993; CROSS et al.,
2002; FAVARO et al., 2014).

As primeiras células deciduais sdo observadas por volta do dia 5 de gestacéo,
circundando a regido do sitio de implantacdo, na porcdo antimesometrial uterina
(SNELL, 1966; KATZ; ABRAHAMSOHN, 1987). A regido mesometrial s6 comeca a
apresentar células deciduais por volta do dia 7 de gestacdo. Quando comparadas,
as células deciduais das duas regibes uterinas possuem diferencas entre Ssi.
Enquanto as células deciduais da regido antimesometrial possuem grande
quantidade de juncgdes intercelulares, reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de
Golgi bem desenvolvidos, as que povoam a regido mesometrial apresentam
tamanho menor, menos quantidade de organelas, sendo essas ndo tdo bem
desenvolvidas em relacdo as anteriores, e menos juncbes de adesdo entre as
células (FAVARO et al., 2014). A renovacédo dessa populagéo é realizada por células
pré-deciduais encontradas na periferia das regibes onde as células deciduais
maduras se encontram (ZORN et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1995, 1998; FAVARO
et al., 2014).

Até o dia 9,5 de gestacao, podemos encontrar proliferacdo e diferenciacdo das
células deciduais mesometriais, alimentando a camada decidual e renovando-a.
Apbs esse periodo, por meio de um processo de morte celular programada
(apoptose), inicia-se a involucdo da decidua até o dia 13,5 de gestacdo
(HIRABAYASHI et al., 1999; JOSWIG et al., 2003). Ainda na regido mesometrial
coexiste uma estrutura formada por tecido linfoide secundario, a glandula metrial,
localizada no polo mais extremo da decidua abrigando células imunocompetentes,
como uNKs (uterine natural Kkillers), que estimulam a producdao de fatores
angiogénicos e vasodilatadores (revisto por CROY et al., 2002; CROY et al., 2010).
Essas células se mostraram fundamentais no desenvolvimento placentario; em sua
auséncia, ndo ocorreram alteracdes nas dimensbes e na estrutura da parede dos
vasos arteriais uterinos, prejudicando o desenvolvimento da gestacdo (revisto por
CROY et al., 2002; CROY et al., 2010).
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A decidualizacdo tem grande importancia na adaptacdo do sistema vascular
materno, estimulando a angiogénese e o aumento de permeabilidade dos vasos
uterinos durante a gravidez. A artéria uterina materna, originaria das artérias radiais
maternas, é responsavel por suprir a placenta com sangue materno (ADAMSON et
al.,, 2002; CROSS et al., 2002). Ao entrar em contato com a decidua, ela é
subdividida em varias artérias espiraladas, que alcancam a interface materno-fetal
(decidua basalis) onde entram em contato com as CTG-p. Estas células substituem
as camadas do vaso arterial (remodelacdo vascular) formando um canal trofoblastico
anico contendo o sangue arterial materno que atravessa a regido fetal da placenta.
Na regido da placa corionica, este canal se ramifica e em contato com 0s seios
labirinticos, sob a forma de tortuosos sinusoides, permite que o sangue materno
percorra esses espacos que fazem parte da barreira placentaria (ADAMSON et al.,
2002; CROSS et al., 2002; RAI; CROSS et al., 2014). O sangue materno alcanca os
espacos deixados por entre as células da zona juncional e é drenado pelos capilares

endometriais, previamente abertos pelas células gigantes parietais.
Espongiotrofoblasto

Entre o labirinto e a camada de células gigantes do cone ectoplacentério, ao redor
do dia 10,5 de gestacéo, forma-se o espongiotrofoblasto (SNELL, 1966). As células
desta regido ndo estdo completamente caracterizadas, porém expressam Tpbpa
(LESCISIN et al., 1988). Estas células produzem horménios e fatores de
remodelacéo tecidual e fornecem apoio estrutural ao desenvolvimento do labirinto
(IWATSUKI et al., 2000; CROSS et al., 2002; WATSON; CROSS, 2005). No dia 12,5
de gestacdo, surgem células denominadas de glicogénio, também derivadas do
cone ectoplacentario, entre as demais células do espongiotrofoblasto. Essa
derivacao foi comprovada pela expresséo dos genes Pcdhl12 (Protocadherin 12) do
dia 7,5 a 18,5 de gestacao especificamente nas células de glicogénio (BOUILLOT et
al., 2006), Cx31 (Gjb3, Gap junction protein, beta 3, PLUM et al., 2001; COAN et al.,
2006), Prlpn (Prl7bl, Prolactin family 7, subfamily b, member 1), expresso também
em CTG-spa e CTG-c (SIMMONS et al., 2008) e Prdm1 (ou Blimpl; PR domain
containing 1, MOULD et al., 2012) expresso nas células do cone ectoplacentario e

de glicogénio.

As células de glicogénio apresentam morfologia propria e atividade migratoria,

atravessando a camada de células trofoblasticas gigantes parietais e invadindo a
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decidua mesometrial (SIMMONS; CROSS, 2005). Na segunda metade da gestacao
do camundongo, sdo as principais fontes do fator de crescimento de fibroblasto 2
(Fgf2, REDLINE et al., 1993) e acredita-se que funcionem como um reservatorio de
energia (glicogénio) para o crescimento fetal (RAI; CROSS, 2014). Em estudo
recente, uma linhagem de camundongo Blimp1l/Prdm1* (MOULD et al., 2012)
mostrou que as células do cone ectoplacentario que expressam o gene Prdml dao
origem a populacdes de CTG-spa, CTG-c e células de glicogénio, sendo que essas
Gltimas, apesar de expressarem Prdml, ndo necessitam obrigatoriamente desse
gene para se diferenciarem (MOULD et al., 2012). Ao contrario, o processo de
diferenciacdo das CTG-spa tem se mostrado dependente de Prdm1l (SIMMONS et
al., 2007; MOULD et al., 2012). Estudos envolvendo o rastreamento de linhagens
tem sido de extrema importancia para a caracterizacdo das populacdes que

constituem a placenta de camundongos.
Labirinto

O labirinto representa uma grande &rea da superficie placentéria, caracteristica
por abrigar uma intrincada rede vascular envolvendo sinusoides maternos e vasos
fetais, e por ser a area de trocas moleculares entre os organismos materno e fetal.
Essa troca ocorre por meio da barreira placentaria que é constituida por uma
camada dupla de sinciciotrofoblasto, uma monocamada de células trofoblasticas
gigantes e por células do endotélio fetal. As populacdes de células trofoblasticas séo
provenientes de diferentes progenitores (HERNANDEZ-VERDUN, 1974; ROSSANT,;
CROSS, 2001; WATSON; CROSS, 2004; DUPRESSOIR et al., 2005; SIMMONS et
al.,, 2008; HENKE et al.,, 2013). As duas camadas de sinciciotrofoblasto sao
formadas por células fusionadas (sinciciotrofoblasto Il e Ill). Elas, aparentemente,
possuem origens diferentes, sendo a camada Il proveniente da base do cone
ectoplacentéario, assim como as CTG-s (camada I), enquanto que a camada Il é
reconhecida por ter como progenitoras as ceélulas coridnicas (HERNANDEZ-
VERDUN, 1974; WATSON; CROSS, 2004; HU; CROSS, 2010; SIMMONS, 2014).
As células endoteliais fetais, por sua vez, sdo provenientes do mesoderma

alantoideano. A formacao do labirinto sera mais detalhada adiante.

Na base do labirinto se encontra a placa coribnica, regido diferenciada a partir da
associacdo do ectoderma extraembrionario e do mesoderma extraembrionario e

alantoideano. E nessa area que ocorre a fusdo corio-alantoideana, principal evento
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morfogenético que culmina na formacdo e desenvolvimento do labirinto (WATSON;
CROSS, 2005) e, serve como ponto de ancoragem dos vasos sanguineos fetais,

provenientes do alantoide e cordao umbilical.

2.5 Placentacao

Em camundongos, ao redor do 6° dia de gestacdo ocorre a gastrulacdo e a
diferenciacéo e crescimento do folheto mesodérmico entre as células do epiblasto e
do endoderma primitivo (Figura 2A-D). Ocorre também o crescimento do mesoderma
para fora dos limites embrionario formando um mesoderma extraembrionario. A
associacdo deste mesoderma com o0 ectoderma extraembrionario da origem ao
coério, enquanto que a associacdo desse mesoderma com o epiblasto dara origem ao
amnio (Figura 2B-E) (SNELL, 1966).

Ectoplacentdria

Ectoderme
Extra-
Embrionario

Figura 2.Desenvolvimento do cone ectoplacentéario (EPC), dias 6,5 (A,D), 7 (B,E) e 7,5 (C,F) de
gestacdo. Notar a formacéo das trés cavidades (ectoplacentéria [Ec], exocelémica e amniética [*]) e 0
crescimento do mesoderma alantoideano (C,F). (d) decidua. (CTG) células trofoblasticas gigantes. D,
F: HE; E: Microscopia eletronica de varredura. Barra =250 um (Modificado de Bevilacqua et al., 2014)

No dia 7,5 de gestacdo, o ectoderma extraembrionario invagina pela cavidade

pré-amnidtica e se fusiona com o lado oposto, dando origem a trés cavidades
distintas: a) a cavidade ectoplacentaria (revestida por células do ectoderma
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extraembrionario); b) o exoceloma (envolvido por células do corio e do amnio); c) a
cavidade amnidtica (envolvida por células do amnio e do ectoderma embrionario)
(Figura 2B-E) (SNELL, 1966; BEVILACQUA et al., 2014). Concomitante a
delimitagdo das trés cavidades, o alantoide inicia seu desenvolvimento na prépria
cavidade exocelébmica (Figura 2C—F). No dia 8 de gestacédo, a cavidade do cone
ectoplacentario € obliterada, com a aproximacdo das células do corio e do cone
ectoplacentério. O crescimento da por¢cao mesodérmica do alantoide no exoceloma
permite a aproximacéo e ligagcao deste mesoderma ao mesoderma coridnico, etapa
conhecida como fusao cério alantoideana (WATSON; CROSS, 2005).

2.6 Fusao codrio-alantoideana

As regibes de contato entre esses mesodermas sdo caracterizadas pela
expressdo do fator Gecml no corio (ANSON-CARTWRIGHT et al., 2000), gene
expresso especificamente em células envolvidas com o transporte de gases e
nutrientes, tanto em placentas de camundongos, quanto em humanos (ANSON-
CARTWRIGHT et al., 2000; STECCA et al., 2002). A expressédo de Gecml ocorre em
trés fases. A primeira se da com a expressdo do RNAmM de Geml em poucas células
do cério, sem ou com baixissima sintese protéica. A segunda fase se da a partir do
contato entre corio e alantoide. Esse contato € essencial para o inicio da traducao do
RNAm em proteina (STECCA et al., 2002). A fusdo coério-alantoideana dispara uma
onda de diferenciacdo das células trofoblasticas coridnicas para a formacdo do
labirinto (Figura 3A). Na auséncia de Gecml, o contato entre os mesodermas ocorre,
porém sem a fusdo dos mesmos e sem diferenciacdo das células trofoblasticas
coribnicas. Como consequéncia, ndo ha formacao de sinciciotrofoblasto e da zona
do labirinto (ANSON-CARTWRIGHT et al., 2000).

Além de Gecml, a adeséo entre os mesodermas coriénico e alantoideano também
depende da interacdo entre Itga4 (Integrin alpha 4, YANG et al., 1995) - uma
integrina expressa na superficie das células mesodérmicas do cério - e seu receptor
Vcaml (Vascular cell adhesion molecule 1, KWEE et al., 1995) - expresso na
superficie das células mesodérmicas do alantoide (Figura 3A). A delec&o de Itga4 ou
Vcaml resulta no crescimento normal do alantoide, mas auséncia de fusdo corio-
alantoideana (YANG et al., 1995; KWEE et al., 1995; SIMMONS, 2014). Defeitos na
fusdo também podem ocorrer com expressao normal de ITGa4/VCAM1, como em
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casos de mutantes Erf (Ets2 repressor fator, PAPADAKI et al., 2007), sugerindo a

presenca de mecanismos adicionais de adesédo/fusdo (Figura 3A).

A terceira fase da fusdo corio-alantoideana € caracterizada pela proliferacdo das
células Gem1® e sua estruturagdo, descrita com detalhes a seguir. Durante essa
fase, é de extrema importancia a proteina intracelular Hsp90[@, presente no alantoide
(VOSS et al.,, 2000). Em sua auséncia, o mesoderma alantoideano apresenta
reducdo do seu potencial de invasdo do corio (VOSS et al., 2000; STECCA et al.,
2002).
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Figura 3.Representacdo do processo de fuséo cdrio-alantoideana dependente da interagdo de
fatores presentes nos mesodermas alantoideano e coriénico. (A): Fatores ativados e alguns de
seus produtos ativados que irdo influenciar o desenvolvimento do labirinto, principalmente a
expressdo de Geml nas células coribnicas. (B): Esquema da vascularizacdo inicial do labirinto,
proveniente dos vasos sanguineos do alantoide. Esse processo ao longo do tempo se torna mais
expressivo, tornando a camada do labirinto a regido mais vascularizada da placenta. Modificado de
Rossant e Cross, 2001 (A) e de Simmons et al., 2008 (B).

2.6.1 Morfogénese do labirinto
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Apos a fusdo dos mesodermas coriénico e alantoideano, a membrana coribnica
passa a apresentar dobras; nestes locais ocorre vasculogénese com a formacao dos
primeiros capilares fetais que irdo irrigar a placenta (CROSS et al., 2002; WATSON,;
CROSS, 2005) (Figura 3B). Essas dobras possuem células que expressam Gcml e
que dardo origem a uma das camadas sinciciais. O crescimento vascular
acompanha o das dobras que crescem no interior da camada corionica (Figura 3C-
D). O componente coridnico-ectodérmico das dobras d& origem a colunas de células
trofoblasticas que revestem um eixo de mesoderma cério alantoideano com vasos
fetais. As células trofoblasticas formam gradativamente as camadas sinciciais e
parte das células trofoblasticas gigantes, denominadas de sinusoidais (CTG-s)
(SCOTT et al.,, 2000; SIMMONS; CROSS, 2007; SIMMONS et al., 2007; HU;
CROSS, 2010). Em conjunto, células trofoblasticas sinusoidais, camadas sinciciais

e mesoderma vascularizado formam o labirinto.

As duas camadas de sinciciotrofoblasto (camada Il e Ill) e a camada de células
gigantes (CTG-s, camada |) associadas aos capilares fetais formam a membrana
interhemal ou barreira placentaria, espaco que separa o sangue materno do sangue
fetal (ENDERS, 1965; HERNANDEZ-VERDUN, 1974; COAN et al., 2005) (Figura 4).
As células que dao origem a membrana interhemal sdo oriundas da membrana
coribnica, embora, parte das células gigantes e da camada de sinciciotrofoblasto-II

seja também proveniente do cone ectoplacentario (WATSON; CROSS, 2005).

O desenvolvimento inicial do labirinto pode ser acompanhado pela expressao de
diferentes fatores além da expressao de Geml; um deles é o EpCAM (Epitelial cell
adhesion molecule, UENO et al., 2013). A proteina transmembrana EpCAM esta
relacionada a adesdo de células epiteliais e influencia também a manutencao do
estado de pluripoténcia de células embrionarias humanas (LU et al., 2010). Em
camundongos, seu gene homélogo (MEpCAM), tem relevante papel nha manutencao
do estado de pluripoténcia em células-tronco embrionarias (GONZALEZ et al., 2009,
MCQUALTER et al., 2010) e de células progenitoras da regiao do labirinto (UENO et
al., 2013). Essas células apresentam potencial multipotente e podem ser detectadas
em pequenos arranjos celulares até o final da gestacéo (UENO et al., 2013; NATALE
et al., 2017). Outra populacdo de células semelhantes a células-tronco foi
caracterizada recentemente no labirinto de camundongos, expressando o gene Scal
(Stem cell antigen 1, também conhecido como Ly6A) (NATALE et al., 2017). Essas
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células sdo encontradas durante todo o desenvolvimento do labirinto até o final da
gestacdo, também se restringindo a pequenos nichos, assim como as células
EpCAM’, e possuem alta capacidade proliferativa e de formag&o de coldnias in vitro
(HUGHES et al., 2013; NATALE et al., 2017).

O sinciciotrofoblasto é formado por células fusionadas e, suas duas camadas sédo
distintas entre si, em relacdo a composicdo celular e marcadores génicos
(DUPRESSOIR et al., 2005; SIMMONS et al., 2008; HENKE et al., 2013). A camada
gue mantém contato com o mesoderma e células endoteliais é conhecida como
sinciciotrofoblasto-1ll, enquanto que a camada que estd em contato com as células
trofoblasticas gigantes sinusoidais recebe o nome de sinciciotrofoblasto-11 (Figura
4A). As células coribnicas que expressam Gcml dao origem ao sinciciotrofoblasto-
I, gracas a inducdo da expressdo de outro gene por Gecml: Synb (Sincitina B), cuja
proteina promove a fusdo de células Geml1l® (DUPRESSOIR et al., 2005, 2011;
SIMMONS et al., 2008). Células proximas as Synb* expressam Syna (Sincitina A),
um gene que codifica uma proteina fusogénica retroviral, e que medeia a fusédo das
células Syna®, dando origem ao sinciciotrofoblasto-lIl (DUPRESSOIR et al., 2005,
2011). Os fatores transcricionais que direcionam essa especificacdo (Syna®), no
entanto, ndo sdo bem elucidados. Estudos mostram que sua expressao pode estar
ligada as células Sca-1/Ly6" (HUGHES et al., 2013; NATALE et al., 2017). Apesar da
diferenca entre as duas camadas de sinciciotrofoblasto, ambas séo
interdependentes (Figuras 4B-E). Analises morfologicas sugerem que as células do
sinciciotrofoblasto-1l sofrem fusdo apds a formacéo do sinciciotrofoblasto-Ill, gerando
uma possivel onda de diferenciacdo (HERNANDEZ-VERDUN, 1974). Baseado em
observacbes, Hernandez-Verdun (1974) sugeriu que essas duas populaces
possuem progenitores diferentes, sendo o sinciciotrofoblasto-Ill proveniente do cério,
enquanto que o sinciciotrofoblasto-Il seria originario do cone ectoplacentario. Além
disso, as duas camadas sinciciais mantém-se aderidas entre si por juncdes
oclusivas, expressando, também, diferentes proteinas transportadoras de membrana
(Figura 4D). A camada Il apresenta expressédo apical dos transportadores de glicose
Glutl, Glut3 e o transportador de monocarboxilato Mctl, enquanto que na camada
s80 expressos na porgcdo basal Glutl e Mct4 (também conhecido como SIc16A3)
(NADEAU; CHARRON, 2014) (Figura 4A). A polarizagao correta com a expressao

diferencial de proteinas nas membranas celulares parece ser influenciada pela
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proteina PKC( (Atypical protein kinase C zeta) e é de extrema importancia para a
diferenciacéo correta das camadas sinciciais (NADEAU; CHARRON, 2014).
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Figura 4. Representacdo da barreira placentaria em camundongos. (A) Em detalhe,
transportadores (Mctl, Mct4 e Glutl)presentes na superficie do sinciciotrofoblasto, responsaveis pela
troca de substancias através das camadas sinciciais (Il e 1ll). (1) Células trofoblasticas gigantes.(B-E)
Desenvolvimento da membrana interhemal em diferentes fases gestacionais. (B) Dia 12,5 de
gestacdo. (MBS) Seios de sangue materno em contato com a camada de células trofoblasticas
gigantes (CT). (TIl e TlI) Camadas sinciciais do trofoblasto. (FE) Endotélio dos capilares(FC) fetais.
(BM) Membrana basal que separa o endotélio do sinciciotrofoblasto Ill. (C-E) Dias 14,5, 16,5 e 18,5
de gestacdo, respectivamente. Modificado de Watson e Cross, 2005 e Coan et al., 2005.

2.7 Vascularizacéo placentaria

A atividade invasiva das células CTG-p leva ao extravasamento do sangue
materno na regiao do labirinto em formacéo (COAN et al., 2005) (Figura 5). Este por
sua vez, chega ao labirinto por meio de canais revestidos por células trofoblasticas
(associadas aos canais de sangue materno, CTG-c) que expressam Prl2c2 além de
Pri3bl1 (PI-1I, Prolactin family 3, subfamily b, member 1) durante os dias 12,5 a 18,5
de gestacédo (SIMMONS et al., 2007, 2014; HU; CROSS, 2010).

A passagem do sangue materno por entre as células da membrana interhemal
permite a troca de gases e outros materiais de forma eficiente. Ao redor do dia 12,5

de gestacdo, o sangue materno também se torna oriundo de artérias uterinas por
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meio da invasdo e remodelamento das artérias espiraladas pelas células
trofoblasticas associadas as arterias espiraladas (CTG-spa, Figura 5) (SCOTT et al.,
2000; SIMMONS et al., 2007; SIMMONS; CROSS, 2007; HU; CROSS, 2010). Essas
células expressam os genes: Prl2c2 (PIf, Prolactin family 2, subfamily ¢, member 2),
PrI7b1 (PIN, Prolactin family 7, subfamily b, member 1), Rgs5 (Regulator of G-protein
signaling 5), Lnc7 (Lipocalin 7) e Prl4al (PlpA, Prolactin family 4, subfamily a,
member 1) (SIMMONS et al., 2007, 2008, 2014; HU; CROSS, 2010; MOULD et al.,
2012).

Os canais trofoblasticos (revestidos pelas células trofoblasticas gigantes, CTG-c)
gue conduzem o sangue materno para o labirinto, criam uma condicdo de baixa
resisténcia a estas estruturas vasculares. As CTG-c e as CTG-spa séao derivadas
células do cone ectoplacentario (SCOTT et al.,, 2000; SIMMONS; CROSS, 2007,
SIMMONS et al., 2007). O sangue materno retorna a circulagdo por canais formados
por células gigantes CTG-ch até o seio venoso decidual (ADAMSON et al., 2002;
ZHANG et al., 2011; RAI; CROSS, 2014) (Figura 5).

O sangue fetal é transportado para a placenta por meio da artéria umbilical, que
se divide em numerosas arteriolas na base da placa coribnica e forma uma extensa
rede capilar na medida em que atinge as por¢cdes mais distais do mesoderma
labirintico (ROSSANT; CROSS, 2001; ADAMSON et al., 2002).

Decidua

Figura 5. Representacdo esquematica da placenta de camundongos madura detalhando a
localizacdo das diferentes populacfes de células trofoblasticas gigantes e a vascularizagédo da
placenta. CTGp: CTG parietais que delimitam o espaco materno do fetal e estdo presentes ao redor
de toda a estrutura placentaria. CTGspa: CTG associadas as artérias espiraladas. CTGc: CTG
associadas a canais que conduzem o sangue materno das artérias espiraladas para o labirinto.
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CTGs: CTG sinusoidais que fazem parte da constituicdo da barreira placentaria. CTGch: CTG
associadas a canais de sangue que coletam o sangue dos sinusoides para o seio venoso da decidua.
C: canal materno. SpA: artérias espiraladas; Ch: canais de sangue provenientes dos sinusoides
maternos. ZJ: zona juncional. Modificada de Rai e Cross, 2014.

2.8 Formacéo do sinciciotrofoblasto em humanos

Na placenta humana, a formacao da regido de trocas correspondente ao labirinto
em camundongos é a regido vilosa e tem sido bastante estudada. Estas estruturas
sdo revestidas por sinciciotrofoblasto e repousam sobre células individualizadas
citotrofoblasticas vilosas (Figura 6). No inicio da gestacado essas células possuem
alta capacidade proliferativa, sendo consideradas células progenitoras, a
semelhanca das células EpCAM" em camundongos (NATALE et al., 2017) (Figura
6). Durante a gestacdo, a proliferagdo destas células diminui relevantemente de
modo a serem raramente encontradas no terceiro trimestre (revisto por GUDE et al.,
2004).

A proliferacdo destas células alimenta a camada de células multinucleada que se
fusionam para formar o sinciciotrofoblasto (ENDERS, 1965; BURTON et al., 2003).
Assim como em camundongos, o processo de fusdo que da origem ao
sinciciotrofoblasto também pode ser dividido em trés fases. No estagio 1 as células
do citotrofoblasto tem sua capacidade proliferativa diminuida e se tornam
competentes ao fusionamento através da expressdo de fatores especificos. No
estagio 2, ha a adeséo célula-célula, originando juncbes comunicantes entre elas.
No estagio final, ocorre unido das membranas plasméaticas das células contiguas,
dando origem a camada multinucleada sincicial (GERBAUD; PIDOUX, 2015).

Proteinas envolvidas na fusdo sincicial humana sdo as SINCITINAS - proteinas
codificadas a partir de retrovirus enddgenos (HERV) incorporados ha milhbes de
anos ao material genético humano - e com alta capacidade de fusionamento quando
ativadas (Ml et al., 2000; YU et al., 2002; FRENDO et al., 2003; BLAISE et al., 2003;
HUPPERTZ et al., 2006).

As SINCITINAS 1 e 2 humanas séo distintas das Sincitinas A e B encontradas na
barreira placentaria de camundongos, embora possuam caracteristicas semelhantes
(DUPRESSOIR et al., 2005; LAVIALLE et al., 2013). Também ocorre um aumento na
expressdo destas proteinas durante o processo de diferenciagdo do citotrofoblasto

(revisto por COSTA, 2016). Um importante fator para a transcricdo dos genes
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SINCITINAL (SINC1) e SINCITINA2 (SINC2) é a proteina GCM1 (BACZYK et al.,
2004; HUPPERTZ et al., 2006), crucial para o processo de fusionamento das células
citotrofoblasticas humanas (YU et al., 2002; BACZYK et al., 2009; LIANG et al.,
2010).

Recentemente, importantes fatores reguladores do processo de sincicializacao
das células trofoblasticas humanas foram reportados. O silenciamento do gene
TWIST1 (Twist family bHLH transcription factor 1) provocou a diminuicdo da
expressdo de GCML1, impedindo o processo de sincicializacdo das células de
coriocarcinoma humano BeWo, assim como em condi¢des de hipdxia em explantes
de placentas humanas (LU et al., 2016). Além disso, as proteinas SUPRESSINAS
(SUPPRESYNS) codificadas a partir de retrovirus enddgenos, ao contrario das
SINCITINAS, inibiram a sincicializacdo. Estas proteinas se ligam ao receptor, ASCT2
das SINCITINAS (BLOND et al., 2000), embora nao alterem a atividade fusiogénica
da SINCITINA 2 (SUGIMOTO et al., 2013; revisto por COSTA, 2016).

Além do envolvimento da expressdo de SINCITINAS e seus receptores e de
metaloproteases (HUPPERTZ et al., 2006), o processo de fusionamento das células
citotrofoblasticas também tem sido associado as fases iniciais do processo de
apoptose (HUPPERTZ et al., 1999). Em linhas gerais, 0s estagios iniciais da
apoptose parecem estar relacionados a interrupcao do ciclo celular e entrada em um

processo de diferenciacdo que culmina com a sincicializacao do trofoblasto.
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Figura 6. Comparacdo morfolégica entre as placentas de camundongos (A) e humanos (B). Em
maior aumento, detalhe de como a barreira placentaria é estruturada em cada espécie. (A): Em
camundongos, a camada de sinciciotrofoblasto é dupla, enquanto que em humanos (B), essa camada
é simples e proveniente da fusdo de células citotrofoblasticas, camada encontrada principalmente no
inicio da gestacdo e que depois se torna menos frequente ao decorrer da mesma. Modificado de
Rossant e Cross, 2001.

2.8.1 Caspases e sua participacdo na formacédo do sinciciotrofoblasto
humano

Proteinas Caspases sdo caracterizadas por possuirem um residuo de cisteina e

um residuo de acido aspartico. Sao sintetizadas como zimdgenos inativos, ou pro

enzimas, que possuem pouca ou baixa significancia em sua atividade proteica;

mesmo assim, 0 processo de sua sintese é extremamente regulado para que nao

sejam ativadas em momento nao apropriado ou ocorram falhas em sua estruturacao
(PARRISH et al., 2013; GRAF et al., 2014).

Atualmente, sabe-se que as Caspases atuam em processos celulares
relacionados a apoptose e nao-apoptoticos. Entre suas funcfes nao relacionadas
com a morte celular programada, estdo contribuicbes em processos de migracao
celular (principalmente de células tumorais) através de moduladores da Actina,
ativacdo de Calpina 2 e Rab-2 (GRAF et al., 2014), recrutamento de citocinas pro-
inflamatorias (LI; YUAN, 2008; CULLEN; MARTIN, 2009), diferenciacéo de eritrocitos
e de queratinécitos (LAMKANFI et al., 2007; PARRISH et al., 2013), entre outros.

A familia das Caspases € classificada em duas subfamilias de acordo com o
momento em que atuam na cascata de apoptose e com suas estruturas e substrato.
As iniciadoras ou de pré-dominios longos (Caspases-2, -8, -9 e -10) séo ativas no
comeco da cascata de apoptose; as efetoras ou de pré-dominios curtos (Caspases-
3, -6, -7 e -14) sao ativadas ao final do processo de morte, levando a apoptose
propriamente dita (FRASER; EVAN, 1996; MIGNOTTE; VAYSSIERE, 1998;

PARRISH et al., 2013; GRAF et al., 2014).

A cascata apoptotica possui duas vias de atuacao principal a via extrinseca e a
intrinseca. A primeira envolve sinalizagdo externa a célula, dependente de interacdo
com proteinas receptoras de membrana, como, por exemplo, é o caso do receptor
Fas (Cell surface death receptor) e seu ligante Fas-L (Cell surface death ligand,
RUNIC et al., 1996; DANIAL; KORSMEYER, 2004; PARRISH et al., 2013). A
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interacdo entre eles induz a oligomerizacdo da proteina receptora, promovendo
ativacdo de um grupo de proteinas ligadas ao seu dominio intracelular. Esses
complexos, também reconhecidos como DISC (Death-induced signaling complexes,
KISCHKEL et al., 1995; LAVRIK et al., 2003), se ligam aos pro-dominios das
Caspases iniciadoras, principalmente as Caspases-8 e -10, promovendo sua
dimerizacéo e ativacdo. Por outro lado, a via intrinseca, € ativada principalmente por
proteinas relacionadas ao estresse celular como a proteina Bid (BH3-interacting
domain death agonist), membro pro-apoptotico da familia de proteinas Bcl-2.
Quando ativada, essa proteina interage com as proteinas Bax/Bak pertencentes a
mesma familia resultando na alteracédo da permeabilizacdo da membrana plasmatica
da mitocondria, com liberagdo de citocromo c para o citoplasma (BILLEN et al.,
2009; PARRISH et al., 2013). O citocromo interage com a proteina Apaf-1 (Apoptotic
protease activating factor 1) resultando na estruturacdo do complexo apoptossomo,
o qual recruta e ativa a Caspase-9 (ACEHAN et al., 2002; BOATRIGHT et al., 2003).
Essa Caspase, por sua vez, é responsavel pela clivagem e ativacdo de outras
caspases, como a Caspase-3 e pelo prosseguimento do mecanismo de morte
celular (SLEE et al., 1999; PARRISH et al., 2013)

Em humanos, observou-se que o inicio do processo de fuséo sincicial nas células
citotrofoblasticas pode estar relacionado com a ativacao dos iniciadores da cascata
de apoptose — Caspase-8 e -10 (HUPPERTZ et al., 1999) e expressao de: Fas, Fas-
L, do receptor p55 (Oncogene protein p55, v-myc), de p75 (Lens epithelium-derived
growth fator), do fator de necrose tumoral TNF-a (YUI et al., 1996) e de Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2, MARZIONI et al.,, 1998) (Figura 7). O final do processo, no
sinciciotrofoblasto, seria mediado pelos efetores da mesma cascata — Caspase-3, -6

e -7, encontradas no citotrofoblasto em sua forma inativa (BURTON et al., 2003).
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Figura 7. Esquema representativo da fusfo de células citotrofoblasticas dependente de
caspase 8 no vilo trofoblastico humano. Em algumas células citotrofoblasticas caspases
iniciadoras, como a Caspase-8, sdo ativadas através da interacdo entre fatores ainda ndo bem
elucidados. Essa ativagéo resulta na clivagem de alfa-fodrina e a externalizagdo de PS-flipase na
membrana plasmética, permitindo o processo de incorporacdo de mais células na camada de
sinciciotrofoblasto. Logo apés, fatores bloqueadores da cascata de apoptose, como os da familia Bcl-
2 sdo ativado, bloqueando o processo de morte celular. Modificado de Gauster e Huppertz, 2010

Nesta hipotese, a ativacdo Pré-Caspase-8 em Caspase-8 no citotrofoblastoseria
promovida pela interacdo do ligante (TNF-a) com seu receptor (TNF-R1) (YUl et al.,
1996; HUPPERTZ et al., 1999), resultando na clivagem de proteinas que ligam o
citoesqueleto a membrana plasmatica, como a a-Fodrina. Esta clivagem levaria a
externalizacdo da fosfatidilserina (OS) na membrana plasmatica (por meio da
ativacdo da enzima fosfatidilserina flipase, sendo esses dois processos necessarios
para que a fusdo ocorra (Figura 7A) (YUl et al., 1996; HUPPERTZ et al., 1998, 1999;
POTGENS et al., 2002).

A externalizacdo da fosfatidilserina € uma caracteristica do inicio do processo de
apoptose (ROTE et al.,, 2010) e um componente necessario para a fusdo do
citotrofoblasto. Este processo provoca a desestruturacdo do citoesqueleto e
desorganizacdo da membrana plasmatica permitindo a interacdo entre os dominios
apical do citotrofoblasto e basal do sinciciotrofoblasto, e consequentemente a
incorporacdo de novas células a esta camada (Figura 7B). Também foi observado
que alteracbes na ativagdo e expressdo de Caspase-8 podem impedir a fuséo
sincicial, resultando em um acumulo de camadas no citotrofoblasto (BLACK et al.,
2004). Corroboram esses dados, estudos em que a externalizacdo de PS foi

blogueada em células BeWo, tratadas com forscolina, um conhecido indutor
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farmacoldgico de sincicializacdo. Esta inibicdo alterou a diferenciacdo das células
citotrofoblasticas e sua fusdo para a formacdo do sincicio (ADLER et al., 1995;
VOGT et al., 1996; ROTE et al., 2010).Para que a externalizagdo da fosfatidilserina
ndo seja reconhecida pelo sistema imunoldégico como as demais células em
processo de morte celular, o sinciciotrofoblasto humano sintetiza e externaliza
grande quantidade de ABCG2 (Breast cancer resistance protein 2), um transportador
de lipideos, que serve como “fator de protegéo”, embora ndo se conheca como ele
impede o processo de morte celular (EVSEENKO et al., 2007; ROTE et al., 2010).

Apos a fuséo, as células citotrofoblasticas expressam altos niveis de inibidores de
apoptose (MCL-1, Myeloid cell leucemia 1, e BCL-2, B cell leukemia/lymphoma 2)
interferindo com a atividade da Caspase-8 e -10 e, desta forma, bloqueando a
progressdo da cascata (HUPPERTZ et al.,, 2001, 2005; BURTON et al.,, 2003)
(Figura 7C).

Estes resultados, entretanto, receberam criticas em dois estudos recentes. Rote e
colaboradores (2010) analisaram a externalizacdo da fosfatidilserina e mostraram
que isso pode ocorre independentemente da ativacdo da cascata apoptotica,
guestionando a dependéncia de ativacdo da Caspase-8 para o processo de fuséo
trofoblastica. Os autores sugeriram que a Pro-Caspase-8 contribui com a
diferenciacdo citotrofoblastica e sua forma ativa na clivagem da a-fodrina, em um
estagio final da fusdo (GAUSTER et al., 2009; ROTE et al., 2010). Em suma, 0s
autores ndo contestaram o papel que a Caspase-8 exerce no processo de
diferenciacao citotrofoblastica, porém sugerem diferentes formas de envolvimento no

processo de sincicializacao trofoblastica.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo analisar em camundongos o processo de
diferenciacdo das camadas sinciciais trofoblasticas do labirintico placentario,

avaliando a participacdo da Caspase-8 nesse processo.

3.2 Objetivos especificos

I) Caracterizar morfologicamente as etapas de diferenciacdo da placa coridnica de

camundongos em cortes histologicos nos dias 8,5 a 11,5 de gestacao.

II) Isolar, cultivar e caracterizar células isoladas da placa coribnica de placentas de
camundongo obtidas no dia 9,5 de gestacdo, visando a caracterizacdo da

morfogénese sincicial.

[lI) Analisar a expressdo de Caspase-8 e Pro-Caspase-8 durante a fase de

diferenciacdo das camadas sinciciais do labirinto in vivo e in vitro.

IV) Analisar a possivel participacdo de Caspase-8 em ensaios in vitro, na expressao

de marcadores da diferenciacéo labirintica.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus domesticus) da linhagem CD1,
mantidos no Biotério do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento,
sob regime ad libidium de &gua e racdo granulada. Fémeas virgens de
aproximadamente trés meses foram colocadas em gaiolas com machos na
proporcédo de 2:1 ao final da tarde. Na manh& seguinte foi verificada a presenca de

rolha vaginal sendo este considerado metade do primeiro dia de gestacéo (dg).

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o0s
principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal, submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (CEUA-ICB/USP N°
104/2015) (em anexo).

4.2 Coleta das amostras

As fémeas prenhes foram sacrificadas por deslocamento cervical nos dias 8,5 a
11,5 de gestacéo, sendo, em seguida, laparatomizadas para a remocao dos seus
cornos uterinos. Cada dilatacao uterina foi seccionada transversalmente para que,
desse modo, pudessem ser expostos 0s tecidos materno e embrionario adjacentes.
Todo o procedimento foi realizado em condi¢cbes de assepsia e cuidados para evitar

a contaminacao do material com microrganismos.

Para as analises morfolégicas e de imunohistoquimica, um total aproximado de 20
sitios de implantacdo foram obtidos a partir de diferentes coletas (n=9). Essas
amostras foram fixadas em Methacarn, de 2 a 4 horas, a 4°C, como detalhado no
item 4.4.

Para ensaios in vitro e para a extracdo de RNA e de proteinas para ensaios de
RT-PCR e Western blotting (respectivamente), as regides placentarias foram
isoladas dos embrides e tiveram suas regifes pré-labirinticas (regido da placa
coribnica, dia 8,5 e 9,5 de gestacédo) e labirinticas (dia 10,5 de gestacao) dissecadas
com o auxilio de bisturis oftalmolégicos (Figura 8), sob estéreo microscopio

Discovery V8 Stereo (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

Durante todo o procedimento de isolamento, os fragmentos uterinos

permaneceram em tampé&o fosfato (PBS) gelado. Para a extracdao de RNA e de
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proteinas, amostras de trés regides labirinticas distintas, porém provenientes de um
mesmo animal, foram coletadas e processadas como um lote (pool). Um total
aproximado de 12 lotes foram obtidos a partir de aproximadamente 36 placentas

provenientes de 12 animais, coletados de ensaios em diferentes momentos.
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Figura 8. Esquema ilustrando o isolamento da porcéo labirintica de placentas de dia 9,5 de
gestacdo. A porcdo da placa coribnica e regido labirintica foram isoladas através de bisturis
oftalmolégicos. Em seguida passaram por um processo de digestdo, através de uma solucdo de
tripsina/EDTA, colagenase e DNAse |, foram filtradas a fim de se reter as células trofoblasticas
gigantes, coletando-se somente as células de interesse, que posteriormente foram plagueadas em
placas de cultivo celular e prosseguidas com os tratamentos respectivos.

4.3Isolamento e cultivo de células labirinticas nos dias 8,5, 9,5 e 10,5 de
gestacao

As células labirinticas foram isoladas a partir da porcéo labirintica de fémeas
prenhes nos dias 8,5, 9,5 e 10,5 de gestacdo (Figura 8). As regides labirinticas
foram dissecadas sob microscépio estereoscépico Discovery V8 Stereo (Carl Zeiss),
com a ajuda de bisturis oftdlmicos, em PBS estéril gelado, de modo a remover o
maximo possivel de células gigantes e tecidos embrionarios. Estas regifes foram
entdo lavadas 3 vezes em meio de cultura D-MEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e posteriormente transferidas para tubos estéreis de 50mL (Falcon,
Tewksbury, MA, EUA) para a dissociacdo enzimatica das células. Fragmentos
obtidos no dia 8,5 de gestacdo foram tratados com 2 mL de solucdo de Tripsina
0,2%/EDTA 0,02% (Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, Brasil), enquanto que o0s
obtidos nos dias 9,5 e 10,5 de gestagéo foram tratados com colagenase Il (1 mg/mL,
Sigma-Aldrich), DNAse | (0,1 mg/mL, Sigma-Aldrich) e 0,04 %de solucédo de Tripsina
0,2%/EDTA 0,02%(Instituto Adolfo Lutz). Os tubos foram mantidos em banho Maria
a 37°C, por 1 a 5 min. Em seguida, essa solugao de dissociacao foi inativada com
meio D-MEM (Sigma-Aldrich) contendo 20% de soro bovino fetal (SBF, CULTILAB
AS, Campinas, Brasil), na proporcéo 1:1 (v/v), durante 5 min.
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Apos a digestdo, as células passaram por filtro com malha de 70 um e em
seguida, duas vezes por filtro de 40 pm (Cell Strainer, BD Biosciences,
Erembodegem, Bélgica) para a retencdo de células trofoblasticas gigantes. As
células que atravessaram as malhas dos filtros foram coletadas e centrifugadas a
1500 rpm, a 4°C, durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em meio D-MEM. Amostras provenientes dos dias 9,5 e 10,5 de
gestacdo foram ressuspendidas em solucdo de hemdlise (0,83 % de cloreto de
amonio em meio D-MEM), aonde permaneceram a temperatura ambiente por 5 mine
novamente centrifugadas (1500 rpm, 4°C, 5 min). As células obtidas foram entéo
ressuspendidas em meio D-MEM suplementado com 20 % SBF, insulina (0,1 %),
anfotericina, gentamicina, antibiéticos (100 U/mL peniciina e 10 mg/mL
estreptomicina) (Vitrocell, Campinas, Brasil), 0,05 mg/mL piruvato de sddio (Sigma-
Aldrich) e 0,5 mg/mL lactato de calcio (Sigma-Aldrich)

Apéds contagem e avaliacdo da viabilidade celular pela exclusdo do azul de Tripan
(GE, Boston, Massachusetts, EUA) em contador automatico (Countess, Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia, EUA), as células foram cultivadas em placas de cultura de 24
pocos, contendo ou ndo laminulas (13 mm de diametro, Glasscyto, LabFast, Sao
Paulo, Brasil), na concentracéo de 2,5x10* células/mL para os ensaios de morfologia
e imunohistoquimica e de 1,0x10° células para os ensaios de RT-PCR e Western
Blotting. As células permaneceram em cultura por um periodo de até 48 horas, em
incubadora Gimida com 5% de CO,, a 37°C. O meio das culturas foi renovado apds
6h do plagueamento inicial, e posteriormente a cada 24 horas. Foram retirados
pontos experimentais de 6, 24 e 48 horas. Nestes pontos experimentais também
foram realizados analise do crescimento celular e a viabilidade através de contador

automatico (Countess).

4.4 Analise morfolégica dos sitios de implantagéo

As amostras de placentas coletadas nos dias 8,5 a 11,5 dias de gestacao foram
fixadas em Methacarn (6:3:1 v/v alcool metilico, cloroformio, acido acético glacial) de
2 a 4horas, a 4°C. Apos a fixacdo, o material foi lavado e mantido em etanol 100%
até ser colocado em processador automatico de tecidos (LeicaTP1020, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) programado para dois banhos de alcool 100%,

dois banhos sucessivos de xilol (clarificagdo; 1h30min cada) e impregnacdo em
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parafina liquida quente (trés banhos; 1h30min cada). Apds este processamento,
todas as amostras foram incluidas em Histosec® (Merck Millipore, Darmstadt,

Alemanha) utilizando o processador de tecidos Leica EG1160 (Leica Microsystems).

Seccdes de 5um de espessura foram entdo obtidas em um micrétomo Ergostar
HM 200 (Microm, Walldorf, Alemanha). Apds desparafinizacéo rotineira e hidratacéo
das amostras, procedeu-se a coloragdo com Hematoxilina de Harris por 3 minutos,
seguida de coloracdo com Eosina por 1 minuto. Os cortes foram entdo desidratados
em uma seérie de concentracfes crescentes de etanol, diafanizados e montados com
laminulas, utilizando-se o meio de montagem Tissue-Tek Mount (Sakura Finetek
Inc., Torrance, CA, EUA).

4.5 Caracterizacdo das células cultivadas

As células cultivadas em laminulas foram retiradas das culturas nos tempos de 6
(ponto zero), 24 e 48 horas, lavadas em PBS 1M, pH 7,4 (Sigma-Aldrich), 37°C e
fixadas em 2% paraformaldeido diluido em PBS 1M, pH 7,8 (Sigma-Aldrich) por 20
min, a 4°C. Para andlises morfologicas, as amostras foram lavadas em PBS e
coradas com hematoxilina de Harris por, aproximadamente, 30 segundos, seguida
de lavagem em agua destilada. Em seguida, foram coradas com eosina aquosa por
30 segundos, lavadas em agua de torneira, deixadas para secar em estufa e

finalmente montadas com meio de montagem Tissue-Tek Mount (Sakura Finetek).

4.6 Imunolocalizacdo de marcadores de diferenciacao

Parte dos cortes obtidos dos sitios de implanta¢do nos dias 8,5, 9,5, 10,5 e 11,5
de gestacdo e laminulas retiradas das culturas foram também submetidas a analise
imunohistoquimica apds desparafinizacdo e hidratacdo. As amostras provenientes
de cortes histolégicos foram lavadas em tampéo TRIS-salina (TBS) (Sigma-Aldrich)
1M e submetidas a resgate antigénico com tampdo citrato de soédio (Springer
Bioscience), pH 6,0 (diluido 1:100 (v/v) em agua destilada), por 3 minutos a 95°C. As
amostras provenientes de cultivo ndo foram submetidas ao resgate antigénico.
Todas as amostras tiveram entdo a peroxidase enddgena blogueada com a
incubacdo em 3 % peroxido de hidrogénio (H,O,, Synth, Diadema, Brasil) em TBS
1M por 10 minutos. O bloqueio de sitios inespecificos foi realizado com a incubacgao
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das amostras em 1 % albumina sérica bovina em TBS 1M, durante 1 hora a
temperatura ambiente. As amostras foram incubadas com diferentes anticorpos
primérios (Tabela 1) em camara Umida a 4°C, por uma noite. Os anticorpos
secundérios foram utilizados a temperatura ambiente, no escuro, durante 1 hora em
camara umida. A revelacdo foi realizada com o kit SIGMAFAST™ 3,3~
diaminobenzidine (DAB) (Sigma-Aldrich). Os controles negativos nao foram
incubados com os anticorpos primarios. As amostras foram contracoradas com
Hematoxilina de Harris e as imagens visualizadas em microscépio de luz
convencional. As imagens foram capturadas pelo software Image Pro Plus 5.1
(Media Cybernetics Inc. Rockville, MD, EUA) e Zen (Carl Zeiss).

Tabela 1-Lista de anticorpos utilizados nesse estudo

Anticorpos Empresa Diluicdo
anti-EpCAM Abcam (ab#71916) 1:150
anti-SIc16A3 Abcam (ab#190497) 1:200
anti-TROMA-I (CK 8/18) DSHB (ab#531826) 1:50
anti-CD31 Abcam (ab#28364) 1:50
Goat anti-rabbit IgG H&L - Horseradish peroxidase Abcam (ab#6721) 1:200

4.7Analise da morte celular por apoptose

A presenca de células em processo de morte celular por apoptose (TUNEL) na
regido de formacdo do labirinto foi investigada em cortes histol6gicos provenientes
de sitios de implantacdo nos dias 8,5, 9,5, 10,5 e 11,5 de gestacéo. Esta analise foi
realizada utilizando-se o kit In Situ Cell Death Detection (Roche Molecular System,
NJ, USA) conforme as indicacfes do fabricante. Brevemente, os cortes histoldgicos
desparafinizados e hidratados foram lavados TBS 1M (Sigma-Aldrich) e
permeabilizados com tampao citrato de sédio (Spring Biosciences, Pleasanton, CA,
EUA), pH 6,0, diluido 1:100 (v/v) em &gua destilada, por 5 minutos a 95°C. O
bloqueio da fosfatase endogena foi realizado com a incubacdo das amostras em
10% acido acético em agua destilada por 10 minutos. Os cortes foram incubados em
500 pL de solucédo de marcagao (450 uL label solution e 50 yL de enzyme solution,
conforme recomendacéo do fabricante) e mantidos por uma noite, a 4°C, em camara
umida. As laminas foram entdo novamente lavadas em TBS e incubadas com AP

Converter ready-to-use (anti-fluoresceina conjugada com fosfatase alcalina), durante
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1 hora temperatura ambiente, conforme recomendacéo do fabricante. Os controles
negativos foram incubados somente com label solution, sem a adicdo da enzima. A
reacao foi revelada com SIGMA FAST™ Fast Red TR/Napthol AS-MX (Sigma-
Aldrich), contracoradas com hematoxilina de Harris e, por fim, montadas com meio

de montagem e fotografadas em microscopio de luz convencional (Carl Zeiss).

A presenca de células trofoblasticas em processo de morte celular por
apoptose também foi investigada por meio da imunolocalizacdo de Citoqueratina 18
clivada (M30). As reacdes imunohistoquimicas seguiram protocolo semelhante ao da
deteccdo de processo de morte celular por apoptose, com as seguintes incubacoes
sequenciais: solucdo bloqueadora de sitios inespecificos 3 % BSA, 1 % glicina,
0,025 % Triton X-100 em TBS 1M, por 30 min; solucéo bloqueadora Rodent Block M
(#RBM961, Biocare Medical Inc., Concord, CA, EUA), durante 30 min; anticorpo
primério M30 (IgG de camundongo anti-citoqueratina 18 clivada por caspase, diluido
1:50 em solucdo 3 % BSA, 1 % glicina, 0,02 5% Triton X-100 em TBS 1M,
#2156857, Roche Molecular System); anticorpo secundario IgG de coelho anti-
camundongo biotinilado (#BA-9200, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA),
diluido 1:100 em TBS 1M, durante 1lh, mantido a temperatura ambiente,
posteriormente incubado com o complexo estreptoavidina-biotina-fosfatase alcalina
(1:400) (Vector Laboratories Inc.) por 30min, e revelagdo com SIGMA FAST™ Fast
Red TR/Napthol AS-MX (Sigma-Aldrich).

4.8Analise da expressdo génica para caracterizacdo do processo de

diferenciacéo labirintica

Regides labirinticas e pré-labirinticas dissecadas aos 8,5, 9,5 e 10,5 dias de
gestacdo e culturas de células isoladas destas amostras tiveram a analise da
expressdo génica de marcadores da diferenciacdo trofoblastica realizada por RT-
PCR. Uma vez obtidas estas amostras foram lavadas em PBS estéril gelado,
imersas em Trizol® (Ambion, Life Tech. Corp., Carlsbad, California, EUA) e
armazenadas em freezer -80°C até o momento de seu processamento. Todos o0s

ensaios foram realizados em triplicata, pelo menos em trés diferentes experimentos.
4.8.1 Extragcdo de RNA

A extracdo do RNA total das amostras apés a coleta foi realizada por Trizol®, de
acordo com as especificacbes do fabricante. Os tecidos maiores (placentas dos dias
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gestacionais 10,5 e 11,5) foram anteriormente homogeneizados com o auxilio do
homogeneizador de tecidos PreCellys 24 (Uniscience, Miami, FL, EUA), enquanto
que os tecidos menores (placentas dos dias gestacionais 8,5, 9,5 e cultivos
celulares) foram homogeneizadas com o auxilio de agulha acoplada a seringa de
26G. ApGs a homogeneizacéo, foi adicionado as amostras cloroformio gelado (v/v)
seguindo-se centrifugacdo por 15min, 12.000g, 4°C. Isolando-se 0 RNA
sobrenadante do restante dos residuos, foi adicionado isopropanol gelado (v/v) e
novamente centrifugado por 15min, 12.000g, 4°C. Os pellets formados foram ent&o
ressuspendidos em etanol 75 % (v/v) e centrifugados por 10min, 8.000g, 4°C. Por
fim, o sobrenadante foi descartado e os pellets formados ressuspendidos em 20uL
de &gua DEPC. Foram entdo aquecidos a 60°C, durante 10 min e depois
quantificados (NanoDrop 1000, Uniscience Corp., Miami, Florida, EUA) e
armazenados em freezer -80°C até o momento de processamento do cDNA. As
concentractes de RNA foram determinadas por espectrofotometria (absorbancia 260
nm) e a pureza foi avaliada pelas razdes encontradas entre os parametros 260/280 e
230/260 nm.

4.8.2 Geracao de cDNA

Os cDNAs das amostras foram obtidos a partir do Kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), de
acordo com as especificacdes do fabricante. Anteriormente a geracao dos cDNAs as
amostras foram tratadas com DNase | (Invitrogen) para a remocdo de DNA
gendmico durante 15 min, a 25°C, em uma solugcéo contendo 0,4uL de DNase I,
0,4pL solucdo tampdo DNase 10x e agua DEPC para um volume final de 9,5uL. O
bloqueio da reacéo foi realizado com 0,5uL de EDTA 25mM, durante 10min, a 65°C.

Para cada 0,5ug de RNA foi adicionado 2uL 10x RT Buffer, 2uL Random Primers,
0,8uL DNTP Mix, 0,5uL da enzima e 4,7uL de agua DEPC, completando um volume
final de 20pL. Em termociclador, essas amostras foram incubadas a 25°C durante
10min, dois ciclos de 37°C por 60min, 85°C por 5seg e 4°C até o final da reacdo. As
amostras foram quantificadas (NanoDrop 1000, Uniscience Corp.) e armazenadas

em freezer -20°C até o momento da amplificagdo dos genes de interesse.

4.8.3 Ensaio por PCR em Tempo Real

48.3.1 Primers
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Os primers foram desenhados com a ferramenta PrimerQuest disponivel no
endereco: https://www.idtdna.com/primerquest/Home/Index, a partir da sequéncia de
RNAmM de referéncia dos genes de interesse (RefSeq RNA, NCBI) de Mus musculus.
Os oligonucleotideos foram desenhados de modo a estar sobre uma juncdo éxon-
éxon e amplificar todos os transcritos variantes, quando houvessem. Por fim, com a
ferramenta OligoAnalyzer 3.1 (IDT, San Diego, EUA), os primers foram analisados a
fim de descartar aqueles que favoreciam a formacdo de hairpins, homodimeros e
heterodimeros e que reconhecessem outras regides que ndo a de interesse. A
tabela 2 mostra os genes e as sequéncias de oligonucleotideos utilizados nesse

trabalho, incluindo o gene utilizado como normatizador (Ywhaz).
4.8.3.2 Reacao de RT-PCR

Para a reacéo de transcricao reversa seguida de reacao em cadeia de polimerase
(RT-PCR) foi utilizado o reagente Tag DNA Polimerase Reversa Recombinante
(Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para isso, 1uL de cDNA foi
incubado em solucdo contendo 2,5uL 10x Buffer, 1,0uL 50nM MgClI, 0,5uL 100mM
DNTP Mix, 2,0uL primer reverse 10pmol/uL, 2,0uL primer foward 10pmol/uL e agua
milliQ a fim de completar um volume final de 25uL. Essa solucéo foi aquecida em
termociclador a 94°C por 2 min, em seguida foi adicionado a cada uma 0,2uL Taq
DNA Polimerase 5U e entdo foram submetidas a 40 ciclos de 94°C por 1min,
temperatura de anelamento especifica de cada primer (Tabela 2) por 1min30seg e
72°C por 1min30seg. Por fim as amostras passaram por uma fase de amplificacdo a
72°C por 5 min, sendo, em seguidas, resfriadas a 4°C e posteriormente
armazenadas a -20°C.

A fim de analisar a expressao semi-quantitativa das amostras, foram feitos géis de
agarose 1 %, contendo 0,02 % de brometo de etidio, submetidos a voltagem
constante de 77V durante 15min. A expressao génica foi observada a partir do
transiluminador G-Box (G:BOX Chemil-R, Syngene, MD, EUA) e quantificada a partir
do software ImageJ 1.4 (NIH, EUA).
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Tabela 2 — Lista dos oligonucleotideos e suas sequéncias utilizados na técnica de RT-PCR

Gene Sequéncia oligos (5° — 3)
Simbolo Entrez Temp. Foward Reverse
ID Anelamento
Geml
14531 57°C TAGCTCTGACAACTGGAGTAGA CAAAGAGATACTGAGCTGGGAC
SynA
214292 56,2°C CTGCCTGACTCATTCTGTATC GTCTCTTGTACTGGGACTCT
SynB
239167 65,4°C GTCTGACCTCTCACCTCATA GGATCCTTGAGTCCTGAAAC
DIx3
13393 56°C CCTCCCTTGTGGTTTCCTATTT GTAAGAAGAGACAGACGTGGTG
EpCAM
17075 56°C CAAGTCTGGGAGGAGGATAA ACTGCTTGGCTTTGAAGAG
Ywhaz*
22631 55°C GAAGCCACAATGTTCTTGGCCCAT AAACCAACAGCGACTTGGAAGCAC

*. gene enddgeno (normatizador)

4.9 Anélise proteica dos marcadores de diferenciagdo das células

labirinticas (Western blotting)

As porcdes labirinticas isoladas e as culturas cultivadas por 6, 24 e 48 horas
foram lavadas com PBS gelado, coletadas e armazenadas em tampao RIPA
acrescidos de inibidor de protease e fosfatase 1x (Sigma-Aldrich) e ortovanadato de
sédio 1ImM (Sigma-Aldrich) em freezer -80°C até o seu processamento, para a
andlise da atividade proteica de Caspase-8. As amostras foram homogeneizadas
com auxilio de agulha acoplada em seringa de 26G. Os produtos foram
centrifugados por 10 minutos, a 11.000 rpm, a 4°C e o sobrenadante separado e
armazenado. As amostras foram quantificadas utilizando-se o Reagente Bradford
(Bio-Rad Lab. Inc., Hercules, California, EUA) diluido 4 vezes em agua destilada em
uma placa de ELISA de 96 pocos, conforme instrucbes do fabricante. Uma curva
com albumina sérica bovina (BSA, concentracdes crescentes de 0 a 0,5mg/mL) foi
utilizada como padrdo. Apds a quantificagéo, 50 ug de proteina total foram diluidas
em 20 L da solucédo de corrida (Tris-HCI 260 mM pH 6,8, glicerol 50 %, SDS 10 %,
azul de bromofenol 0,5 % e 0,05 % de p-mercaptoetanol diluidos em agua Milli-Q) e
submetidas a eletroforese em gel poliacrilamida, apés fervura por 5 min para
desnaturacdo das proteinas. ApOs a corrida, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose 0,45mm, utilizando-se cuba de transferéncia (Bio-
Rad). As membranas foram, entdo, incubadas com 3 % leite em p6 desnatado
diluido em tampéo TBS-T (0,05 M TRIS, 0,1M NacCl, pH 7,6) contendo 0,1 % Tween

20, sob agitacao de 50 rpm por 1 hora, a temperatura ambiente, para o bloqueio de
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sitios inespecificos. Na sequéncia, as membranas foram incubadas com os
respectivos anticorpos primarios e mantidos sob rotacédo a 4°C, por uma noite. Os
anticorpos e suas diluicdes estdo especificados na Tabela 3. Todos os anticorpos
foram diluidos na solugédo de bloqueio utilizada (TBS-T-3 % leite). As membranas
foram reutilizadas para incubacdo com o anticorpo anti-B-actina (Tabela 3), utilizado

como controle.

Tabela 3—Lista dos anticorpos e suas respectivas diluices utilizados (Western Blotting)

Anticorpo Empresa Diluicdo
anti-Caspase 8 p18 Santa Cruz (sc#6136) 1:300
anti-Caspase 8 Abcam (ab25901) 1:750
anti-B-actina Sigma-Aldrich) 1:5000
Goat anti-rabbit IgG H&L - Horseradish peroxidase Abcam (ab#6721) 1:1000
Donkey anti-mouse IgG H&L — Horseradish Jackson Immuno Research 1:1000
peroxidase (#715035151) '

4.10 Inibindo a caspase-8

Células labirinticas isoladas a partir de placentas de 9,5 dias de gestacao foram
cultivadas e tratadas com o inibidor de caspase-8 - z-IETD-fmk (#ab141382 Abcam,
Cambridge, MA, EUA) por 24 e 48 horas.

Neste procedimento, as células isoladas foram inicialmente cultivadas por 6horas
em meio D-MEM suplementado com 20 % SBF, a 37°C e em atmosfera imida com
5 % CO,. Apés esse periodo, as células receberam meio de cultura fresco contendo
o inibidor farmacolégico de caspase-8 (z-IETD-fmk diluido em DMSOQ) e utilizado nas
concentracbes de 50 e 100 uM no meio D-MEM suplementado com 10 % SBF,
durante 40 minutos. ApoOs este periodo, o meio foi substituido por D-MEM
suplementado com 20 % SBF. ApOs 24 e 48horas, as culturas foram lavadas e
processadas para caracterizacdo morfolégica (microscopia de luz e
imunohistoquimica), ensaio de viabilidade, extracdo de RNA e Western Blotting. As
culturas controle receberam meio D-MEM suplementado com 10 % de SBF e DMSO

(Merck Millipore) na mesma diluicédo do inibidor.

4.11 Anédlise Estatistica

As bandas obtidas pela técnica de Western Blotting e RT-PCR foram
densitometricamente quantificadas utilizando-se o software Image J 1.4 (NIH, EUA).
Os valores obtidos para as amostras dos diferentes dias gestacionais foram

comparados empregando-se o teste ANOVA seguido de poés-teste de Tukey,
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utilizando-se o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,

EUA). Foram considerados diferencialmente significativos valores com p<0,05.
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5 RESULTADOS
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5.1 Imunolocalizacdo de marcadores de células progenitoras e sinciciais

labirinticas durante o desenvolvimento placentario

Nos espécimes de dia 8,5 de gestacéo, foi possivel observar as duas cavidades
embrionarias, o exoceloma e a cavidade amnidtica (Figura 9A); a terceira, a
cavidade, do cone ectoplacentéario, estava obliterada e apenas uma pequena fenda
entre a base desta estrutura e o ectoderma extraembrionario pode ser observada
(Figuras 9B-C). Revestindo internamente a camada ectodérmica encontrava-se o
mesoderma extraembrionario formando o coério ou placa coridnica (Figuras 9B-D).
Em muitas amostras observou-se também a inser¢do do mesoderma alantoideano
(Figuras 9A, 9C). O cone ectoplacentario mantinha contato com a decidua
mesometrial por meio de uma camada de células gigantes secundarias parietais,

gue também se estendiam ao redor de todo o embrido (Figura 9D).

Nessa fase da gestacdo, a imunolocalizacdo de EpCAM, marcador de células-
tronco labirinticas, mostrou células coradas exclusivamente na regido da placa
coribnica (Figuras 9E-H). Nas reac¢fes controle em que o anticorpo primario foi
omitido ndo se observou reatividade (Figura 9E). Também ndo se observou
reatividade ao anticorpo anti-SIC16A3 nesta fase da gestacdo (dados nao

mostrados).

No dia 9,5 de gestacao, capilares sanguineos fetais com hemacias nucleadas em
seu interior estavam presentes no mesoderma alantoideano (Figuras 10A-C). A
placa coribnica mostrou-se sinuosa deixando espacos que eram preenchidos por um
mesoderma vascularizado (Figura 10A). Ocasionalmente, uma membrana interhemal
tipica entre o sangue materno e os capilares fetais foi observada. Regides similares
mostraram-se reativas ao marcador Slcl16A3 (Figuras 10F-G) ao redor da qual,
células EpCAM positivas eram observadas (Figuras 10D-E).

Uma camada mesodérmica mais espessa e com dobras muito mais proeminentes
(Figuras 11A-B) é observada no dia 10,5 de gestacdo. Em relagdo ao dia 8,5 de
gestacdo, houve um acentuado crescimento nas regides em que esta se formando o
labirinto e a zona juncional com células gigantes (em contato com a decidua
mesometrial) e células do espongiotrofoblasto (Figuras 11A, 11C). Na regidao basal
observam-se aglomerados celulares que se organizam em corddes a medida que se

distanciam em direcdo a decidua (Figura 11B). Capilares com hemacias nucleadas



59

sdo observados no mesoderma entre estes aglomerados celulares. Canais
revestidos por trofoblasto ja contém sangue materno (Figuras 11D-E). Assim como
no dia 9,5 de gestacao, a imunolocalizacdo de EpCAM foi observada principalmente
nas células da regido da placa coribnica, (Figuras 11D-E), enquanto que a marcagao
para o transportador Slc16A3, foi encontrado nas camadas sinciciais maduras do
labirinto (Figuras 11F-G).

No dia 11,5 de gestacdo, a placenta apresentou dimensdes maiores, com sua
regido labirintica muito mais desenvolvida e com maiores extensfes de areas
interhemais. A placenta nesta fase se assemelha a uma placenta madura. A barreira
placentaria claramente separa canais com sangue materno (extravasado) e fetal
(vasos fetais). Células trofoblasticas gigantes sdo encontradas regido de contato

com o sangue materno (Figura 11C).

Figura 9. Sitios de implantacgéo, dia 8,5 de gestagdo. (A-C) Sitios de implantacéo corados pela HE.
(E-H) Imunolocalizacdo de EpCAM (imunoperoxidase com contracoloracdo pela Hematoxilina de
Mayer). (A) Notar a presenca das cavidades amnittica (Am) e exoceldmica (Ex). O alantoide (AL) ja
atingiu o ectoderma extraembrionario na placa coridnica (PC). (B-D) Regido em formacgdo do
espongiotrofoblasto (pS) por entre os quais encontra-se sangue materno extravasado (sm). Nas
figuras B e D é possivel observar a estreita aproximacédo (setas) do cério (PC) a camada basal do
cone ectoplacentario (**). (E-H) Imunoreatividade ao EpCAM na regido da placa coribnica (PC).
(E)Controle da reacdo imunohistoquimica, em que o anticorpo primario foi omitido. M AL, mesoderma
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alantoideano; M, mesoderma; D, decidua mesometrial. Barra = 750 pum em A, 200 ym em B, 150 pm
em C-D, 450 um em E-F, 80 um em G e, 40 um em H.

Figura 10. Sitio de implantacdo aos 9,5 dias de gestacdo. (A) Notar o mesoderma (me)
vascularizado adentrando a placa coribnica e a base do cone ectoplacentario (cabeca de setas).
Notar que esses vasos fetais (*) jA contem hemécias nucleadas (detalhe em C). (D-E) Notar a
presenca de nichos de células indiferenciadas ao redor do mesénquima, EpCAM reativos (coloracédo
marrom, setas, E). A camada de sinciciotrofoblasto (lll)mantém contato com capilares fetais (Cf) em
formacao (setas, G) e é identificada por meio da imunolocalizacdo de SIc16A3 (F-G). dm, decidua
mesometrial; ee, ectoderma extraembrionério, pet, pré-espongiotrofoblasto; St, espongiotrofoblasto,
M e me; mesoderma alantoideano; Lab, labirinto. HE. Barra= 80um em A,180 um em B, D-E e G, 40
pum em C e, 200 um em F.
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Figura 11. Sitios de implantacao, dia 10,5 de gestacdo. (A-B) Sitios de implantagdo corados pela
HE aonde estéo indicadas a regido labirintica (L) e a juncional (ZJ) contendo o espongiotrofoblasto
(St). (B)Notar a presenca da placa coridnica (PC) com aglomerados celulares que se estendem em
delicadas é&reas colunas de membranas interhemais e que se continuam com as células do
espongiotrofoblasto (St). (D-E) Reatividade ao EpCAM (setas) € observada nas células da placa
coridnica (PC) e nos aglomerados celulares, mas ndo nas regiées em que a membrana interhemal ja
se formou (*). (F-G) A reatividade ao anticorpo anti-SIc16A3 é observada no labirinto, nas areas em
que a membrana interhemal esta formada (F, corada em marrom). (C) Controle da reacdo
imunohistoquimica, em que o anticorpo primario foi omitido. M, mesoderma; D, decidua mesometrial;
cf, capilar fetal; sm, sangue materno. Barra= 400um em A, 160 pm em B, 200 pm em C,80 pm em D,
40 pm em E-F ,140 pm em G.

5.2 Expressao génica dos marcadores de diferenciagao sincicial

A expressao génica de marcadores de diferenciagdo especificos das células que
compde o labirinto foi investigada por RT-PCR em amostras obtidas conforme
descrito no item 4.2 e 4.3 da sesséo de Material e Métodos. Foram investigadas as
expressdes de Gcml (expresso em células coribnicas que dao origem ao
sinciciotrofoblasto IIl), DIx3 (fator homeobox que funciona como um fator regulador
de transcricéo restrito ao sinciciotrofoblasto), Sincitina A (expresso especificamente
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na camada de sinciciotrofoblasto Il) e Sincitina B (expressao restrita a camada de
sinciciotrofoblasto I111). Como normatizador utilizou-se o gene Ywhaz.

Todos o0s marcadores mostraram-se expressos na regido labirintica de
camundongos no periodo analisado (Figura 12). Entretanto, houve diferencas de

expressao nos dias analisados em relacdo ao dia 8,5 de gestacéo.

Niveis gradativamente maiores foram observados na expressao de DIx3, Gcml
(Figura 12A, p<0,05) e Sincitina A e B (Figuras 12B) em relacdo ao dia 8,5 de
gestacao nos dias 9,5 e 10,5 de gestacao (p<0,05).

A

2 9 EDIx3 EGcml

Expressdo génica relativa
(Valores relativos)
[y

8,5

10,5 Dias de gesta¢ao

ESincitina A BSincitina B

Expressdo génica relativa
(Valores relativos)

8,5 9,5 10,5 Dias de gestag¢do

Figura 12. Expressédo génica dos fatores DIx3 e Gecml (A) e, Sincitina A e B (B) na regido pré-
labirintica e labirintica da placenta de camundongos de 8,5 a 10,5 dias de gestagcdo. A analise
densitométrica foi normatizada em funcdo do gene housekeeping Ywhaz. Valores médios + DP;
ANOVA seguido de pés-teste de Tukey. #,*p<0,05 em relagédo ao dia 8,5 de gestacéo.
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5.3 Expressao de Caspase-8 durante o periodo de diferenciacéo labirintica

A expressao protéica de Pro-Caspase-8 e Caspase-8 ativada também foi avaliada
nas amostras extraidas das regides pré-labirinticas/labirinticas dos dias 8,5 a 10,5
de gestacdo (Figuras 13).A analise densitométrica das bandas protéicas obtidas nos
géis de poliacrilamida normatizadas pela B-actina mostrou niveis aumentados da
forma clivada da Caspase-8 (p<0,05) nos dias 9,5 e 10,5 em relagao ao dia 8,5 de
gestacdo, embora com uma queda significativa no dia 10,5 de gestacdo em relacéo
ao dia 10,5 (p<0,05). A relacdo entre a forma clivada/proforma também mostrou-se
aumentada nos dias 9,5 e 10,5 de gestacdo em relacdo ao dia 8,5 de gestacéo
(p<0,05).

M cCasp8 M R: cCasp8/Casp8

05 1 .

0,25 A #a

Densitometria relativa
Caspase 8
*
*

8,5 9,5 10,5 Dias de gestag3o

Procaspase 8 »

e e § F
Caspase8clivada, | wew W & T RS -
e —

Figura 13. Expressdo de Caspase-8 durante o desenvolvimento do labirinto. Andlise por
Western blotting. O histograma (A) representa os valores médios (+ desvio padrdo) das analises
densitométricas das bandas protéicas de Caspase-8 clivada/B-actina e da relacdo Caspase-8
clivada/Caspase-8 total nos diferentes dias de gestacao. #’*p<0,01 em relacdo ao dia 8,5 de gestacdo
respectivamente para Caspase clivada e para a relacdo Caspase clivada/Caspase total; “p<0,05 em
relagdo ao dia 9,5 de gestagdo. (B) Bandas representativas de um experimento identificando pro-
Caspase-8 (PM: 56kDa), sua forma clivada (PM: 18 kDa) e B-actina (PM 42 kDa).
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5.4 Morte celular programada por apoptose na regido de morfogénese

labirintica

Exceto por eventuais células no sitio de implantagdo, ndo houve reatividade para
M30 nas células trofoblasticas da placenta em formacao nos dias 8,5, 9,5, 10,5 e
11,5 de gestacdo. Imagem representativa destas reacdes imunohistoquimicas estao

mostradas nas Figuras 14A-B.

A avaliacdo de células em processo de morte celular também foi realizada pela
reacdo de TUNEL. Apenas células deciduais proximas as células trofoblasticas
gigantes da zona juncional foram observadas com reatividade ao TUNEL (Figura
14D).
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Figura 14. Imunolocalizacdo de Citoqueratina 18 clivada e reacdo de TUNEL para a
identificacdo de células em apoptose. (B) Imagem representativa da imunolocalizacdo de epitopos
de Citoqueratina clivada por caspase (M30) na regido do labirinto em formacdo, no dia 9,5 de
gestacao (imunofosfatase com contracoloracao pela Hematoxilina de Harris). (D) Reagdo de TUNEL
no sitio de implantagdo aos 9,5 dias de gestacdo. Notar a auséncia de marcagcdo na regido do
labirinto em formacao e células reativas apenas na regido da decidua mesometrial (imunofosfatase
alcalina identificada pela coloracao rosa, setas). (A, C) Controle das reacdes de imunohistoquimica e
de TUNEL respectivamente, em que o anticorpo primario foi omitido da reacdo. m, mesénquima; cf,
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capilar fetal; *sinciciotrofoblasto em formacao; CTG, células trofoblasticas gigantes. Barra= 160 um
(A), 30 um (B), 80 pm (C), 60 um (D).

5.5 Caracterizacdo morfologica das culturas de células labirinticas

O isolamento das células labirinticas foi feito a partir de placentas de dias 8,5 a
10,5 de gestacdo. Essas células foram cultivadas por 24 e 48 horas sobre laminulas
e processadas para a imunolocalizacdo do marcador de trofoblasto — Citoqueratina
8/18 (TROMA), células endoteliais, CD31, do marcador morfogenético EpCAM e de
diferenciacdo Slc16A3. Além disso, foi realizado ensaio de viabilidade por Azul de
Tripan e estabelecida curva de crescimento das culturas, como descrito no item 4.5
do item de Material e Métodos.

Apébs 24 e 48h, as células cultivadas a partir das regides pré-labirinticas de dia 8,5
de gestacdo nao apresentaram indicios proeminentes de sincicializa¢do. A grande
maioria das células se mantinha isoladas umas das outras, poucas mantinham
proximidade que pudesse sugerir sincicializagdo. Por ndo gerarem massas sinciciais
ou mesmo interacdes que pudessem levar a essas formacgdes no periodo estudado,

estas culturas ndo foram utilizadas nos experimentos que se seguiram.

As células cultivadas a partir de regides da placa coriénica e labirintica do dia 9,5
de gestacao apresentaram perfil diferenciado em relacdo a cultura do dia de células
obtidas aos 8,5 dias de gestacdo. Estas culturas que apds 6 horas mostravam
células individualizadas passavam a se organizar como uma monocamada
(geralmente descontinua), de aspecto rendilhado, devido ao contato entre célula
vizinhas (Figuras 15A-C). Caracteristicamente, aglomerados celulares também eram
encontrados e foram mais numerosos apos 48h de cultivo (Figura 15C). Estes
aglomerados arranjados em forma de ninhos abrigavam massas celulares sem
limites nitidos na regido central e células individualizadas, em arranjo epitelial
circunscrevendo as massas centrais (Figura 15D). Frequentemente, algumas destas
células individualizadas exibiam grandes dimensdes, lembrando células gigantes
placentarias. As massas centrais apresentavam namero variado de nucleos (5 a 50)
e sob anélise ao microscépio de luz, assemelhavam-se a massas sinciciais. Estas
culturas mostram-se promissoras quanto a formacédo de células sinciciais e foram

caracterizadas morfolégica e molecularmente.
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As células placentérias isoladas a partir do dia 10,5 de gestacdo apresentavam
morfologia semelhante a observada nas culturas de dia amostras obtidas no dia 9,5
de gestacdo. Entretanto, apds 48h de cultivo, o crescimento celular assumia
propor¢cdes maiores, com sobreposigéo celular, tornando dificil a analise morfolégica
de forma detalhada, das células cultivadas. Desta forma, assim como as culturas de
amostras obtidas no dia 8,5 de gestacdo, estas culturas ndo foram submetidas a

analises adicionais.
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Figura 15. Cultura de células obtidas da regido labirintica aos 9,5 dias de gestacao. (A): Tempo
de cultivo = 6 horas apds (ponto zero). (B-C): Tempo de cultivo = 24horas (C) e 48 horas (B). Notar a
formagdo de aglomerados celulares (asterisco) e aparente interacdo célula-célula, em detalhe no
quadro D. (D) Em um ninho de células cultivadas, as setas possivelmente apontam a formacgéo de um
sincicio. Barra= 240 um (A-C); 40 um (D).

As culturas de células obtidas aos 9,5 dias de gestacdo mostraram-se
prevalentemente reativas ao anticorpo anti Citoqueratina 8/18, indicando sua origem
trofoblastica (Figura 16A-C). Células reativas ao anticorpo anti-CD31, marcador de
células endoteliais, também foram encontradas nessas culturas (Figuras 16D-E),
particularmente em células de pequenas dimensdes e fusiformes que se localizavam
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entre os ninhos celulares. Controles negativos da reacdo ndo mostraram qualquer
reatividade (Figura 16F).

Figura 16. Caracterizacdo das culturas de células placentarias obtidas no dia 9,5 de gestacéo.
(A-C) Imunomarcagédo para Citoqueratina 8/18 (TROMA), em células cultivadas por 6 horas(A) e 24
horas (B-C). (D-E) Células imunorreativas para CD31, em culturas de 6 horas(D) e 48horas (E). A
reatividade esta representada por coloragédo acastanhada. (F) Controle negativo, em que 0 anticorpo
primario anti citoqueratina foi omitido da reacdo. Imunoperoxidase com contracoloracdo com
Hematoxilina de Harris. Barra=180 um (A); 120 um (B, D); 40 um (C); 200 pm (E-F).

Uma grande parte das células isoladas a partir da regido labirintica no dia 9,5 de
gestacdo apresentaram-se imunorreativas para EpCAM nas culturas de 6horas
(Figura 17A). Ap6s 24 e 48 horas de cultivo, a imunomarcacdo foi detectada
principalmente na regido periférica dos ninhos celulares (Figuras 17B-D). Ao
contrario, a imunoreatividade para o marcador SIc16A3 (Figuras 17E-H), foi muito
discreta nas primeiras 6 horas de cultivo, aumentando progressivamente nas
culturas de 24 e 48 horas. As células reativas ocupavam a porgéo central dos nichos

celulares (Figura 17H).
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EpCAM

Sic16A3

Figura 17. Imunolocalizagdo de marcadores trofoblasticos em células cultivadas, obtidas no
dia 9,5 de gestacdo. As reacdes estdo identificadas pela coloragdo acastanhada. A-D:
Imunolocalizacdo do marcador de células progenitoras do labirinto, EpCAM em células cultivadas por
6 h (A) e 48 h (B-D). E-H: Imunolocaliza¢éo do transportador sincicial SIc16A3 apés 6 h (E) e 48h (F-
H) de cultivo. Imunoperoxidase com contracoloragdo com Hematoxilina de Harris. (*) ninhos celulares,
células centrais. Barra = 200 um (A-B); 100 um (C, E, G); 120 um (F); 40 um (D; H).

5.6 Expressdo génica de marcadores de células progenitoras e de

diferenciacao sincicial em culturas de células labirinticas

Por meio da técnica de RT-PCR, foi determinada a expressdo de alguns dos
marcadores de diferenciacdo especificos das células que compde o labirinto, ao
longo do periodo de cultivo de células obtidas aos 8,5, 9,5 e 10,5 de gestacéo.
Foram investigadas as expressdes de EpCAM, Sincitina A e Sincitina B. Como fator

de normalizagé&o utilizou-se o gene Ywhaz (Figura 18).

Todos os marcadores mostraram-se expressos nas células isoladas ap6s cultivo
por 24 e 48 horas. A Sincitina A (Figura 18A) mostrou niveis menores de expressao
nas culturas de células obtidas no dia 8,5 de gestacéo, ao longo de todo o periodo
de cultivo. Células cultivadas obtidas no dia 9,5 de gestacdo mostraram niveis
significativamente mais altos de expressao em relagao ao dia 8,5 de gestacao e em
relacdo ao tempo de cultivo (p<0,05, Figura 18A). Células obtidas aos 10,5 dias de
gestacdo exibiram niveis altos de expressao apés 6 horas de cultivo, decrescendo
significativamente ao longo do tempo de cultivo (p<0,05, Figura 18A).

A expressao de Sincitina B mostrou niveis aumentados apos 48 horas de cultivo
das células placentarias obtidas aos 8,5 dias de gestacdo (Figura 18B). Células
obtidas no dia 9,5 de gestacdo mostraram niveis de expressao aumentados ao longo

do tempo de cultivo (p<0,05, Figura 18B), enquanto que no dia 10,5 de gestacédo a
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expressao teve um padrdo semelhante ao da Sincitina A: alta no inicio do cultivo,
decrescendo nos tempos subsequentes (Figura 18B).

A expressao de EpCAM aumentou nas culturas de células obtidas aos 8,5 e 9,5
dias de gestacdo em funcdo do tempo de cultivo de 24 e 48 h (p<0,05, Figura 18C).
A expressao das células de 10,5 dias de gestacao por outro lado, foi alta no inicio do
cultivo, diminuindo relevantemente ao longo dos periodos subsequentes (p<0,05,
Figura 18C).
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Figura 18. Express@o génica de marcadores de células progenitoras e de diferenciagéo
sincicial em culturas de células labirinticas obtidas em diferentes dias gestacionais. Gréafico
das expressdes génicas relativas de Sincitina A, Sincitina B e EpCAM em culturas de 24 e 48 horas
(A, B e C, respectivamente). As células labirinticas foram isoladas nos dias 8,5, 9,5 e 10,5 de
gestacdo. Valores médios + DP; ANOVA seguido de pés-teste de Tukey. *p<0,05 em relagdo ao dia
8,5 de gestacéo, cultivo de 6 horas; #p<0,05, em relacdo ao dia 9,5 de gestacgéo, cultivo de 6 horas;
"p<0,05 em relacdo ao dia 10,5 de gestacéo, cultivo de 6 horas.

5.7 Bloqueio da clivagem de Caspase-8 com o inibidor z-IEDT-fmk nas

células labirinticas obtidas aos 9,5 dias de gestagéo

A partir das caracterizagdes morfologica e génica, o dia 9,5 de gestacéo foi 0
escolhido para anélise e tratamento com o inibidor de Caspase-8, z-IEDT-fmk. A
eficiéncia do tratamento no bloqueio da expresséo de Caspase-8 clivada nas células
cultivadas foi analisada por meio da expressédo proteica da Pré-Caspase-8 e da

Caspase-8 clivada (Figura 19A). A analise densitométrica mostrou que a expressao
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de Pré6-Caspase-8 nao sofreu influéncia do inibidor, mesmo com a utilizacdo do
bloqueador em diferentes concentracdes (Figura 19B). Com a concentracdo de 50
MM, houve aumento significativo na expressdo de Caspase-8 total e diminuicao
significativa nos niveis de Caspase-8 clivada e na relacdo Caspase-8
clivada:Caspase-8 total, nas culturas de 24 e 48 horas. Na concentracdo de 100 uM,
o bloqueio foi muito mais intenso; ndo se detectou caspase clivada nos tempos de
24 e 48 horas (Figura 19A).
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Figura 19. Expresséo de Caspase-8 em células labirinticas obtidas aos 9,5 dias de gestacéo e
cultivadas por 24 e 48 horas apés o tratamento com z-IETD-fmk. (A) Quantificagdo densitométrica
relativa de Caspase-8 expressa como a relacdo entre as proteinas total e clivada/B-actina nos
diferentes pontos experimentais de cultivo. As barras claras indicam os niveis de Caspase total, as
barras vermelhas os niveis de Caspase clivada e as pretas a relagdo entre Caspase-8
clivada/Caspase-8 total. Os resultados estdo mostrados como média + desvio padrdo (n=2). ANOVA
seguido de poés-teste de Tukey, *p<0.05. (B) Western blot representativo de dois independentes
experimentos, refletindo os niveis protéicos de Caspase-8. As bandas da proforma da Caspase-8 (56
kDa) e de sua forma clivada (18 kDa), assim como da B-actina (42 kDa) aparecem identificadas na
figura.

5.8Caracterizagcdo morfologica das culturas de células labirinticas obtidas

no dia 9,5 de gestacéo tratadas com o inibidor z-IEDT-fmk

As culturas de células labirinticas também foram analisadas apés o bloqueio da

Caspase-8 clivada. Células obtidas no dia 9,5 de gestacao tratadas com inibidor z-
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IETD-fmk foram cultivadas por 24 e 48 horas e submetidas a imunolocalizacao de
EpCAM e SIc16A3.

A presenga do inibidor z-IETD-fmk alterou profundamente a morfologia das
células labirinticas cultivadas. O tipico perfil em ninhos das células cultivadas por 48
horas (Figura 20A) néo foi observado nas culturas tratadas (Figura 20B). Nestas, as
células se mantinham espacadas umas das outras, sem a formacédo de nichos ou
aglomerados celulares (Figura 20B). Além disso, apresentaram fraca marcacao para
EpCAM (Figura 20C-D) e para SIc16A3, apos 24 e 48 horas de cultivo (Figura 20E).

Figura 20. Imunolocalizagdo de marcadores de diferenciagdo em células labirinticas obtidas
aos 9,5 dias de gestacdo tratadas com z-IETD-fmk. (A) Culturas controle — células cultivadas por
48horas sem inibidor. Notar a tipica formacéo em ninhos (*). (B) Culturas tratadas com z-IETD-fmk —
Observar que estas células ndo se organizam em ninhos como as células da cultura controle. (C-D):
Poucas células foram imunorreativas a EpCAM (C-D) e a SIc16A3 (E) nas culturas tratadas com o
inibidor farmacolédgico. Imunoperoxidase (identificada pela coloragdo acastanhada), contracoloracéo
com Hematoxilina de Harris. Barra =150 um (A-B); 40 um (C-D); 60 um (E).

5.9Perfil de expresséo génica dos marcadores de células progenitoras e de

diferenciacao sincicial em culturas tratadas com o inibidor z-IEDT-fmk
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A expressédo dos marcadores EpCAM e Sincitina A/B (Figura 21) foi avaliada nas
culturas tratadas com o inibidor de Caspase-8, por meio da técnica de RT-PCR.

Os niveis de Sincitina A tiveram uma expressiva reducdo, nas duas
concentracdes de inibidor, apds 24 horas e principalmente apds 48 horas de cultivo
(p<0,05) em relacdo aos niveis encontrados nas culturas controle. Os niveis génicos
de Sincitina B mostraram-se reduzidos em relacdo ao controle, apenas apés 48
horas, nas duas concentracdes utilizadas (p<0,05). Os niveis de EpCAM também
apresentaram-se reduzidos com a concentracdo do inibidor de 50 uM apds 48 horas

e apos 24 e 48 horas com o uso do inibidor na concentracdo de 100 uM (p<0,05).
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Figura 21. Expressdo génica dos marcadores de células progenitoras e de diferenciagcéo
sincicial em culturas de células labirinticas tratadas com o inibidor z-IEDT-fmk. As expressofes
génicas relativas de Sincitina A, Sincitina B e EpCAM estdo plotadas no grafico apresentado. Os
resultados estdo representados como média + desvio padrdo (n=2). Asteriscos representam valores
significativamente diferentes (p<0,05) em relacdo ao respectivo controle temporal (0 pM). ANOVA
seguido de pos-teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO
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Este estudo teve como objetivo analisar a formacdo das camadas sinciciais do
labirinto de camundongos, investigando a possivel participacdo da Caspase-8 nesse
processo. Estas camadas séo parte integrante da barreira placentéria ou interhemal
gue separa o sangue materno do fetal, especializada no transporte molecular entre
esses organismos, uma estrutura chave e imprescindivel para 0 sucesso

gestacional.

Baseados em estudos prévios que caracterizaram morfologicamente a barreira
placentaria em roedores (JOLLIE, 1964; ENDERS, 1965; HERNANDEZ-VERDUN,
1974), o periodo de analise foi restrito ao periodo de 8,5 a 11,5 de gestacdo. A
formacdo da placenta se inicia com a fusdo corio-alantoideana no dia 8,5 de
gestacdo, momento em que se desencadeia uma cascata de expressfes génicas
gue, no corio, induz a diferenciacdo dos diferentes tipos celulares do labirinto e, no
cone ectoplacentario, a zona juncional com as células do espongiotrofoblasto e as
células gigantes (ROSSANT; TAM, 2001; revisao WATSON; CROSS, 2005).

A andlise morfolégica da regido envolvida com a formagéo da camada labirintica
no dia 9,5 de gestacao foi coerente com a literatura (HERNANDEZ-VERDUN, 1974,
WATSON; CROSS, 2005). Esta regido mostrou células de caracteristicas
indiferenciadas agrupadas e separadas por mesénquima vascularizado. Entre estas
células, nas regides voltadas para a decidua, poucas células esbocavam as
caracteristicas da barreira interhemal. Aonde estas caracteristicas estavam
presentes, vasos fetais mantinham estreita proximidade com células organizadas em
delgadas membranas, que em suas faces opostas, mantinham contato com o
sangue materno extravasado. Nos dias subsequentes estas areas tornaram-se muito

mais abundantes.

A presenca de células progenitoras do sinciciotrofoblasto foi avaliada pela
expressdo de EpCAM (UENO et al., 2013) enquanto que a presenca de células
diferenciadas com caracteristicas funcionais de transporte foi determinada pela
expressao de SIc16A3 ou MCT4 (NAGAI et al., 2009).

EpCAM é uma proteina transmembrana relacionada a ades&do de células
epiteliais, que também tem acdo na regulacdo da proliferacdo de células tumorais
(LITVINOV et al., 1994, 1996; SCHON, 1996). Esta proteina tem se mostrado

atuante na manutencdo do estado de pluripoténcia de células embrionérias
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humanas, pela ligacdo de um dos produtos resultantes de sua clivagem, o EpICD, a
genes promotores da pluripoténcia, como Nanog, Oct3/4, Sox2, Klf4 (LU et al.,
2010). Em camundongos, seu gene homologo (mEpCAM), compartilha grande
homologia com o gene humano e também se mostrou relevante na manutencéo do
estado de pluripoténcia em células-tronco embrionarias (GONZALEZ et al., 2009,
MCQUALTER et al.,, 2010), particularmente nas células progenitoras da regidao do
labirinto (UENO et al., 2013).

Em nossas andlises, reatividade a EpCAM foi encontrada na placa coribnica
indicando a presenca de células progenitoras do labirinto nessa regido. Nas fases
subsequentes a area reativa foi menor, mantendo-se restrita as células da regiédo
basal do labirinto, que, morfologicamente se organizam em formas de corddes. Esta
restricdo pode estar associada a uma diminuicdo da multipotencialidade dessas
células e, a especificacdo das regides placentarias. Este achado foi corroborado
pela expresséo de SIC16A3.

A imunolocalizacdo de células SIc16A3 (ou MCT4) reativas, ao contrario de
EpCAM, aumentou ao longo do periodo estudado. SIc16A3 é um transportador
bidirecional de membrana para lactato, corpos cetdnicos e outros monocarboxilatos
presente na membrana celular basal da camada de sinciciotrofoblasto Il
diferenciada e funcionalmente ativa da placenta de roedores (NAGAI et al., 2009).
Esse transportador também tem um papel preponderante na polarizacdo das
membranas celulares sinciciais e mantem relacdo com o transportador GLUT1 de
glicose (NAGAI et al., 2009). Temporalmente nossos achados n&o corroboram os
de Nagai et al. (2009), que n&do detectou a expressao de SIc16A3 em placentas de
camundongos no dia 9,5 de gestacdo, apenas a partir do dia 10,5 de gestacao.
Entretanto, deve ser ressaltado que a reatividade por nés encontrada nessa fase foi
restrita a poucas areas. Além disso, € sabido que diferentes linhagens de roedores

utilizadas apresentam diferencas temporais no desenvolvimento.

O aumento da expressdo de SIc16A3 nos dias 10,5 e 11,5 de gestacdo se
relacionaram com a evolucdo da camada labirintica e formacdo da barreira
interhemal observada morfologicamente. Estes achados foram, de certa forma,
corroborados pela expressdo de marcadores génicos especificos para cada

populacao celular presente no labirinto.
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A expressdo de Gcml é decisiva para o0 processo de sincicializagdo. Sua
expressado inicia-se precocemente no dia 8 de gestacdo em células coridnicas
localizadas nas &reas aonde ocorre a invaginacdo do mesoderma alantoideano e
sua interacdo com o ectoderma extraembrionario (ANSON-CARTWRIGHT et al.,
2000; ROSSANT; CROSS, 2001). Apos a fusao corio-alantoideana, a expresséo de
Geml se torna restrita a células coribnicas em contato com 0 mesoderma
alantoideano, regido em que se inicia 0 processo de sincicializagdo trofoblastica
(ROSSANT; CROSS, 2001). A expressdo de Gecml é uma condi¢ao crucial para a
expressdo de outro fator relevante para a formacdo sincicial, a Sincitina B
(SIMMONS et al., 2008; HENKE et al., 2013), caracteristica do sinciciotrofoblasto Il
(DUPRESSOIR et al., 2005, 2009).

Em nossas andlises observamos que ha um aumento na expressédo de Gecml no
dia 9,5 de gestacdo, concomitante ao aumento na expressao de Sincitina B que
atinge niveis maiores ainda no dia 10,5 de gestacao, periodo em que o labirinto se
mostra em franco desenvolvimento. Estes achados sugerem a relacdo de
interdependéncia entre a expressdo de ambos, com a necessidade da expressao de

Gcml para a inducdo da expressao de Sincitina B.

Assim como a Sincitina B, também observamos aumento da expressdo de
Sincitina A ao longo do periodo estudado, o que coincide com o desenvolvimento da
camada sincicial e expansao da regido interhemal, corroborando dados da literatura
(SIMMONS et al., 2008; HUGHES et al. 2013; HENKE et al., 2013). A Sincitina A é
expressa exclusivamente na camada sincicial Il (GONG et al., 2007; SIMMONS et
al., 2008; HENKE et al., 2013) e sua expressdo nao é dependente de Gecml, mas
parece ser regulada pela expressado de Ly6e, uma proteina extracelular associada a
membrana celular (HUGHES et al., 2013; BACQUIN et al., 2017).

Como esperado, o fator homeobox DIx3, importante no desenvolvimento,
organizacdo e disposicao espacial dos vasos fetais para as trocas moleculares no
labirinto placentario, também apresentou expressdo aumentada em nossas
amostras. Evidencias acumuladas na literatura mostraram que mutantes knockouts
para DIx3 ndo desenvolvem vascularizacdo labirintica e ndo sobrevivem apos o dia
9,5 de gestacdo (MORASSO et al., 1999).
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Em conjunto, nossos achados mostram que os fatores fundamentais para a
formacdo das camadas sinciciais do labirinto placentario estdo sendo temporal e
espacialmente expressos permitindo-nos estabelecer uma janela de diferenciacao
desse processo em camundongos da linhagem CD1, que se inicia no dia 9,5 de
gestacao, se estendendo de forma mais proeminente no dia 10,5 de gestacédo. Neste
contexto, procuramos investigar nesta fase de formacdo do labirinto e

sincicializagcao, a expressao de Caspase-8.

A expressao proteica de Caspase-8 na regido labirintica, tanto em sua proforma,
guanto em sua forma ativa, foi encontrada principalmente no dia 9,5 da gestacéo,

coincidindo com o inicio da formagédo da barreira interhemal.

A Caspase-8 intrinsicamente relacionada a processos de morte celular
programada (apoptose) tem sido relacionada a formacdo do sinciciotrofoblasto na

placenta humana.

Na via classica de inducdo de morte celular por apoptose, a Pr6-Caspase-8 €&
clivada para sua forma ativa apos a ligacdo de TNF-a a seus receptores de
membrana TNFaR ou Fas (YUI et al., 1996; HUPPERTZ et al., 1999; LI et al., 2014).
Uma vez ativa, essa proteina altera a assimetria da bicamada lipidica constituinte da
membrana celular por externalizacdo de fosfolipidios contendo fosfatidilserina (LI et
al., 2014). Com este desbalanco, as proteinas do citoesqueleto que possuem sitios
ligantes a fosfatidilserina e que sao responsaveis por manté-la internamente na
célula também sofrem clivagem pela forma ativa da Caspase-3, esta também ativada
por Caspase-8 (LI et al., 2014). Uma dessas proteinas de citoesqueleto € a
Citoqueratina 18 e sua clivagem leva a exposicédo de epitopos, dentre eles o M30,
cuja deteccdo caracteriza o processo de morte celular mediado por caspases
(LEERS et al., 1999).

Na placenta humana, entretanto, a cascata de apoptose iniciada pela Caspase-8
é interrompida ap0s a externalizagdo da Fosfatidilserina por inibidores de apoptose
da familia Bcl-2, impedindo a ativacdo da Caspase-3, ndo havendo,
consequentemente, a clivagem da Citoqueratina 18, nem a exposi¢ao de M30 (LI et
al., 2014). A externalizacdo da Fosfatidilserina parece ser uma condicdo importante
que favorece o processo de fusionamento das células trofoblasticas para a formacao
do sinciciotrofoblasto (HUPPERTZ et al., 1999; BLACK et al., 2004).
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Assim como na placenta humana, ndo encontramos relacdo entre a
expressdo de Caspase-8 clivada e apoptose no dia 9,5 de gestacdo. A auséncia de
imunolocalizacdo de M30 e reatividade ao TUNEL na placa coribnica sugere a
participacdo da caspase-8 em outros processos que ndo na morte das células

trofoblasticas.

Em conjunto, nossos achados definiram a fase de formagdo das camadas
sinciciais da barreira interhemal da placenta de camundongos CD-1, cujo inicio
coincide com a expressao de Caspase-8 clivada, que, por sua vez, ndo parece estar

relacionada a processos de morte nesta populacao celular.

Em uma tentativa de compreender melhor a possivel participacdo da Caspase-8
na morfogénese labirintica, realizamos estudos in vitro, utilizando células

trofoblasticas labirinticas isoladas e cultivadas.

O cultivo que apresentou caracteristicas mais interessantes e que eventualmente
poderia mimetizar a diferenciacdo in vivo, foi o de células isoladas do dia 9,5 de
gestacdo. As células obtidas neste periodo gestacional alteraram suas morfologias
apés 24 horas de cultivo, assumindo arranjos tipicos em ninhos celulares CK”,
intercalados por células pequenas e fusiformes que ndo se agregavam (algumas das
quais CD31%). Em alguns destes ninhos, agregados nucleares se sobrepunham e
lembravam a formacdo de uma massa sincicial. A importancia do co-cultivo de
células endoteliais em células trofoblasticas tem sido mostrada através de estudos
com modelos ex vivo onde sua presenca mostra-se essencial na manutencdo dos
marcadores diferenciais trofoblasticos (STECCA et al., 2002; PROCTOR et al., 2009;
HOU et al., 2016). Trabalhos recentes vém mostrando que mais importante que a
presenca, 0 contato entre as células coribnicas e as provenientes do alantoide
(células endoteliais do labirinto) sdo necesséarias para a manutencao da expressao
de genes como Geml e Sincitina-A (HOU et al., 2016).

A imunolocalizacdo de EpCAM foi maior no ponto zero de cultivo (6 horas apos o
plagueamento), diminuindo sua expressao e permanecendo restrita as células
periféricas dos ninhos celulares apos 24 e 48 horas de cultivo. Ao contrario, a
imunolocalizacdo de SIc16A3, que era fraca no inicio do cultivo, foi mais intensa ao
longo dos dias subsequentes e, principalmente nas células centrais dos ninhos. Este

achado sugere que nestas regides, ocorra a presenca do transportador encontrado
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apos o processo de sincicializacdo. Em suma, embora neste estudo ndo tenha sido
analisado um painel de marcadores moleculares da diferenciacao trofoblastica
sincicial, os resultados morfologicos e imunohistoquimicos parecem ser compativeis
com essa possibilidade. Em consonéncia, a analise da expressdo génica destas
células ao longo das 48 horas de cultivo mostrou aumento de Sincitina A/B, um fator
determinante na ativacdo do destino destas células para formar massas sinciciais
(DUPRESSOIR et al., 2005, 2011; SIMMONS et al., 2008).

Apos esta etapa de caracterizacdo, foi realizado tratamento com o inibidor
farmacologico de Caspase-8, o z-IETD-fmk. Os inibidores de caspase FMK sé&o
caracterizados por conter uma sequéncia peptidica de quatro aminoacidos baseada
na sequéncia alvo do substrato, agindo como um inibidor competitivo (LAWRENCE;
CHOW, 2012). Conjugado a sequéncia peptidica inibidora, ha& uma
halometilquetona, como a fluormetilquetona (FMK), responséavel por formar pontes
covalentes irreversiveis com o grupo S-H do sitio ativo da caspase alvo
(LAWRENCE; CHOW, 2012). O grupo aminoterminal do inibidor de caspase-8 - o
grupo benziloxicarbonil (z) - aumenta a permeabilidade do inibidor, tornando-o mais
hidrofébico, facilitando sua entrada nas células (LAWRENCE; CHOW, 2012).

Nossas andlises por Western Blot confirmaram a diminuicdo da expressao de
Caspase-8 ativa apds 24 horas do tratamento com o inibidor e bloqueio total apos 48
horas. Alteragcbes morfolégicas e génicas, entretanto, foram observadas ja nas
primeiras horas ap6s o tratamento. A morfologia das células cultivadas se mostrou
completamente alterada em relacdo ao controle, ndo havendo formacdo de ninhos
celulares, nem estruturacdo rendilhada, como observado nas culturas néao tratadas.
A expressao dos genes de diferenciacéo sincicial (Sincitinas A/B) e do marcador de
células progenitoras (EpCAM), mostrou-se reduzida ao longo do periodo estudado,

sendo mais pronunciada ap6s 48 horas do tratamento.

Muitos estudos demonstraram que o processo de sincicializacdo das células
placentarias € dependente da atuacdo da Caspase-8 clivada (HUPPERTZ et al.,
1998; 1999; POTGENS et al., 2002; BLACK et al., 2004). No entanto, outros dois
estudos questionaram essa dependéncia e sugeriram a possibilidade de diferentes
vias para a atuacéo da Caspase-8 nesse processo, principalmente no que se refere
a externalizacdo da Fosfatidilserina e clivagem da a-Fodrina (ROTE et al., 2010;
GUILBERT et al., 2010). Rote e colaboradores (2010) n&o observaram aumento de
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Caspase-8 ou sua ativacao durante o processo de sincicializacdo das células BeWo,
quando este processo foi induzido por forscolina. Tratamento com um inibidor de
caspase Z-VAD-fmk e vanadato, apenas diminuiram o efluxo de fosfatidilserina e a
fuséo entre células. A fusdo somente foi completamente inibida quando as células
foram tratadas com inibidor de PKA, independentemente da ativacdo ou nao da
cascata de apoptose (ROTE et al., 2010). Guilbert e colaboradores (2010) também
mostraram que a inibicdo de Caspase-8, atrasa mas nao impede a fusao
trofoblastica. Segundo os autores, o efluxo de Fosfatidilserina € uma etapa
imprescindivel para a fusdo entre células, esse processo € dependente de ATP e da
proteina quinase A (PKA), mas independente de apoptose e ativacdo de caspases.
Ainda, o significado dos baixos niveis de ativacdo da Caspase-8 no citotrofoblasto
permanece controverso; a inibicdo de Caspase-8 corroboraria potenciais fungdes
relacionadas a diferenciacao trofoblastica, mas ndo aquelas relacionadas ao inicio

da fusao intercelular.

Gauster e colaboradores (2010) argumentam que as células BeWo utilizadas para
0s experimentos de fusdo sdo provenientes de coriocarcinoma e que desta forma
podem ter sofrido alteracdes em suas vias de inducdo de apoptose. Neste trabalho
foram mostradas diferencas na ativacdo do processo de fuséo celular nos diferentes
modelos de estudo in vitro: linhagem BeWo e células citotrofoblasticas humanos
isoladas de vilos coribnicos. Nas células BeWo, a inibicdo de Caspase-8 (tratamento
com oligopeptideos ou z-IETD-fmk) levou a clivagem da Fodrina, mas associada a
uma baixa taxa de fusédo celular, diferentemente do observado em células isoladas
da placenta. Os autores mostraram em diferentes modelos que o processo de
sincicializacdo é dependente da acdo de Caspases (Caspase-8, -3 e -9) durante a
diferenciacdo de células citotrofoblasticas humanas, na medida em que esta

ativacdo leva a clivagem da a-Fodrina.

A a-Fodrina (também conhecida como Espectrina-all) faz parte de uma familia
grande de proteinas conhecida como Espectrinases; essa isoforma é encontrada
predominantemente em células nucleadas (METRAL et al., 2009). Essas proteinas
sao importantes na manutencao da estruturacdo de barreiras e do arcabouco celular
através de interacdes com fosfolipidios de membrana, como a Fosfatidilserina, com
os microfilamentos de actina e moléculas de adeséo, como a Lu/BCAM, entre outras
(MACHNICKA et al., 2012).
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O silenciamento de Espectrina-all em células de linhagem celular de melanoma
humano, além de alteracbes no citoesqueleto, leva também a um arraste do ciclo
celular na fase G1 e a diminuicdo do percentual de células em fases S e G2/M
(METRAL et al., 2009; MACHNICKA et al., 2012). A participacdo desta proteina no
controle do ciclo celular é extremamente importante, porém ainda pouco elucidada.
Ainda, estudos de prote6mica sugerem a presenca de Espectrina-a na formagéao e
ativacao do receptor 1 do TGF-B, que também desempenha papel regulador do ciclo
celular, de forma que sua auséncia resultaria em defeitos nessa via de sinalizagéo,
(TANG et al., 2003; CONROTTO et al., 2007).

Estudo realizado em fibroblastos de embribes de camundongo mostra que a
passagem da fase G1 do ciclo celular para a fase S é dependente a ativacdo de
ciclina D;, mediada por NF-kB, um importante fator da via de sinalizacdo do TGF-
(LEDOUX; PERKINS, 2014). Uma vez comprometida essa via, todo o controle do
ciclo celular pode ser alterado. Em células T tratadas com z-IEDT-fmk a sinalizacao
de NF-kB se mostra suprimida (LAWRENCE; CHOW, 2012).

Neste contexto, considerando a possivel acdo da Caspase-8 na clivagem da a-
Fodrina, uma explicacdo plausivel para os nossos achados (diminuicdo dos fatores
génicos de diferenciacdo sincicial, desorganizacdo morfolégica) poderia ser a saida
ou arraste do ciclo celular das células tratadas com o inibidor de Caspase-8. Esta
inibicdo impediria a clivagem da a-Fodrina/Espectrina-all e consequentemente,
alteraria a regulacdo do ciclo celular e a diferenciacdo trofoblastica correta
(organizacdo em nichos celulares possivelmente sincicializados dessas células,
como encontrado nas culturas controle). Desta forma, a Caspase-8 pode representar
um possivel mediador da diferenciacao labirintica de placentas de camundongos,
agindo por meio de mecanismos que interferem no controle de ciclo celular e

interacdo com proteinas constitutivas de membrana, como a a-fodrina.

Embora outros experimentos devam ser delineados para a confirmagédo desta
premissa, nossos achados mostram que, assim como em placentas humanas, a
Caspase-8 possui um papel importante no processo de organizacdo das camadas
sinciciais da placenta de roedores, influenciando tanto na expressao génica correta
das populacdes trofoblasticas presentes, quanto na organizacdo morfolégica das

mesmas.
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7 CONCLUSOES
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Baseados em nossos resultados, podemos concluir que:

1. A formagéo das camadas sinciciais da placenta de camundongos CD-1 pode
ser acompanhada morfolégica e molecularmente a partir do dia 9,5 de
gestacao.

2. Neste periodo houve aumento da expressdo de Caspase-8 clivada nao
relacionada a apoptose, 0 que sugere sua participagdo no processo de
formacéo do labirinto.

3. Células labirinticas obtidas de placentas aos 9,5 dias de gestacao isoladas e
cultivadas expressam marcadores de sincicializacdo e caracteristicas
morfologicas peculiares, mostrando-se um modelo (til para estudos de
morfogénese sincicial.

4. Assim como nas amostas de placenta, células labirinticas obtidas no dia 9,5
de gestacdo e cultivadas também apresentam altos niveis de expressédo de
Caspase-8 clivada, o que reforca a possivel relacdo desta enzima com o
desenvolvimento das camadas sinciciais no labirinto placentério.

5. As alteracbes morfolégicas e na expressdo de marcadores de diferenciacédo
das camadas sinciciais ap0s 0 bloqueio farmacologico da Caspase-8

reforcam sua possivel participacéo na diferenciacao labirintica.

Em suma, nossos resultados indicam um novo fator - a Caspase-8 - como um
possivel mediador da diferenciacdo da camada labirintica, contribuindo desta forma,
para a compreensao dos mecanismos associados ao desenvolvimento da placenta
de camundongos. Também, caracterizam um modelo alternativo de estudo in vitro,
que podera contribuir para estudos moleculares mais aprofundados sobre a biologia

da barreira materno-fetal.
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