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RESUMO

LORENZON-OJEA, A.R. Expresséo e possivel funcdo do Fator 2 derivado de
células estromais (SDF2) na gestacdo. 2014 190 f. [Tese (Doutorado em Biologia
Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2014.

O fator 2 derivado de células estromais, SDF2 (do inglés Stromal cell derived factor
2) € um gene de fun¢do ainda desconhecida, conservado em mamiferos e descrito
primeiramente por Hamada et al. (1996). Neste estudo, observamos que a proteina
Sdf2 de camundongo possui a alta similaridade de sequéncia em relacdo ao SDF2-
like(L)1 humano e murino e de estrutura preditiva também similar em relagdo ao
SDF2-like de Arabidopsis thaliana. A proteina mostrou-se sublocalizada no reticulo
endoplasmatico e apresentou ampla distribuicAo nos tecidos e o6rgdos de
camundongos. O mapeamento da expresséo de Sdf2 ao longo da gestacdo humana
e de camundongo nos mostrou que a proteina esta presente em todas as etapas e
compartimentos da placenta, com expressao em diversos tipos celulares. Nossos
resultados sugerem que o SDF2 participa dos processos de diferenciacao de células
trofoblasticas humanas e murinas de maneira oposta. Em humanos, onde o
processo € dependente da ativacdo de caspase-8 observou-se um aumento da
expressdo de SDF2. Em camundongos, onde o processo € por endoreduplicacéo,
houve diminuicdo da expressao da proteina. A participacdo do SDF2 na via de
estresse de reticulo endoplasmatico (RE) nas células trofoblasticas também foi
analisada. Fatores adversos que podem levar a perda da homeostase do RE e levar
a um acumulo de proteinas mal enoveladas geram o fenébmeno conhecido como
Estresse de RE. O estresse de RE ativa a via de Resposta a Proteinas Mal
Enoveladas (UPR, em inglés Unfolded Protein Response), que atua em diferentes
vias de sinalizacdo para aumentar a producdo de chaperonas, a degradacdo das
proteinas mal enoveladas e a diminuicdo da producdo de novas proteinas. Estas
respostas aumentam as chances de sobrevivéncia celular. Se, no entanto, a célula
nao recuperar sua homeostase, vias que levam a apoptose serdo ativadas. A
geracdo de estresse de RE pelo agente tunicamicina alterou significativamente a
expressdo de SDF2. Além disso, o silenciamento do gene SDF2 alterou a expressao
dos principais fatores de controle de sobrevivéncia e apoptose da UPR. Desta forma,
estes achados sugerem que o SDF2 desempenha um papel na regulacdo de
sobrevivéncia/apoptose das células trofoblasticas pela via UPR.

Palavras-chave: SDF2. Estresse de Reticulo Endoplasmatico. Trofoblasto.
Sobrevivéncia Celular. Apoptose. Placenta.



ABSTRACT

LORENZON-OJEA, A.R. Expression and possible function of Stromal cell
derived factor 2 (SDF2) in gestation. 2014 190 p. [Ph.D. thesis (Cell and Tissue
Biology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo;
2014.

The stromal cell derived factor 2 (SDF2) was first described by Hamada et al.(1996),
is well conserved in mammals but its function is still unknown. In this study, we
observed the predicted aminoacid sequence os Sdf2 is similar to human and mouse
SDF2L1 sequence and the predicted Sdf2 structure is similar to SDF2-like from
Arabidopsis thaliana. The protein is sublocalizes in the ER and it is widely expressed
in mouse tissue and organs. The expression of Sdf2 throughout human and mouse
gestation showed the protein is present in all gestational phases and compartments
analysed and it is expressed by several cell types in the placenta. In trophoblast
functional assays, SDF2 showed opposite expression patterns in human and mouse
differentiation processes. In humans, where the process is dependent of caspase-8
activation, the protein is upregulated. Im mouse, the process is dependent of
endoreduplication, the protein is downregulated. The participation of SDF2 in
Endoplasmic Reticulum (ER) stress in trophoblastic cells was also evaluated.
Adverse environmental conditions may lead to disruption of ER homeostasis causing
accumulation of unfolded/misfolded proteins in ER, a phenomenon known as ER
stress. ER stress activates the Unfolded Protein Response (UPR) that acts in several
signaling cascades to improve chaperone production, misfolded protein degradation
and to downregulate new protein production. These responses increase the capacity
of cells to maintain alive even in stress conditions. Whether cells fail on restore
homeostasis, the UPR activates apoptosis. We were able to observed that when
gene silencing assays was used for SDF2, modifications in UPR cell
survival/apoptosis markers were observed. In conclusion, we propose that SDF2 is
playing a role in ER stress cell survival/apoptosis control in trophoblast cells.

Keywords: SDF2. Endoplasmic Reticulum Stress. Trophoblast. Cell survival.
Apoptosis. placenta.



1 INTRODUCAO



A capacidade de se reproduzir € o cerne da sobrevivéncia de todas as espécies.
Diversos tipos de estratégias reprodutivas apareceram ao longo da evolugdo, sendo
gue para cada uma delas, diferentes especializac¢des fisioldgicas também contribuiram
para o sucesso reprodutivo.

Nos animais viviparos (maioria dos mamiferos), onde o desenvolvimento
embrionario ocorre dentro do organismo materno, a formacdo da placenta é crucial
para o estabelecimento das relagdes materno-fetal.

A placenta é um 0Orgédo transitorio, encontrada em mamiferos da infra classe
Eutheria (ELLIOT; CRESPI, 2009), responsavel primordialmente pela nutricao,
protecdo e trocas (gasosas, nutricionais e de excrecdo) entre mae e feto. A placenta é
estruturalmente composta por células de origem materna e de origem fetal — porcao
materna e fetal da placenta respectivamente. De acordo com a forma de interacéo da
porcao fetal (corio — células trofoblasticas associadas ao mesoderma extraembrionario)
com a porcao materna (endomeétrio), a placenta pode ser classificada em trés tipos:
epitéliocorial, endotéliocorial e hemocorial (ELLIOT; CRESPI, 2009; SIMMONS, 2014).

Em humanos e roedores a placentacéo é do tipo hemocorial — 0 sangue materno
mantem contato direto com células fetais (células trofoblasticas) — a placenta possui
formato discoide e a regido da interface materno-fetal é labirintica em roedores e, vilosa
em humanos (BERNIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006; SIMMONS, 2014).

A placenta € um d6rgdo complexo e de alta demanda energética, que
desempenha atividades funcionais da maioria dos 6rgaos fetais (Unicas excec¢des sao o
aparelho locomotor e sistema nervoso central fetal) desde o comeco do
desenvolvimento até o momento do parto. Dentre estas atividades se destacam as
trocas gasosas, absorcdo molecular, funcédo excretora (balanco hidrico, regulacao de
pH), sintese e secrecdo de horménios e proteinas regulatorias, hematopoiese e funcéo
imunolégica (BERNIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006). O controle das fun¢bes
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placentarias € complexo, inclui um amplo espectro vias de sinalizagdo, hormonios,
fatores de crescimento e proteinas regulatérias e, € essencial para o adequado
desenvolvimento do embrido/feto. Muitos sdo os fatores jA conhecidos que podem

comprometer o desenvolvimento da placenta e consequentemente do feto: caréncia de



nutrientes, disturbios glicémicos, infec¢cdes virais e Dbacterianas, desordens
hipertensivas, tabagismo, alcoolismo e doencas autoimunes entre muitos outros
(BERNIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006). Evidéncias recentes mostram que
essas intercorréncias e suas alteracdes da interface materno-fetal estdo associadas a
patologias na vida adulta, dentre elas diabetes, doencas cardiovasculares, obesidade,
asma e doencas alérgicas (TEDNER et al., 2012; VO; HARDY, 2012), o que reforca a
importancia de estudos dos mecanismos que controlam a formacgédo da placenta e a
regulacao da interface materno-fetal.

O Laboratério de Estudos da Biologia do Trofoblasto tem estudado diversos
aspectos da fisiologia das células trofoblasticas em roedores e humanos, em diferentes
fases do processo de formacdo da placenta. Estudos prévios realizados pelo nosso
grupo (HOSHIDA et al.,, 2007, 2008) analisaram a expressao génica do cone
ectoplacentario (estrutura precursora da placenta em camundongos, composta por
células trofoblasticas com caracteristicas altamente invasivas e células proliferativas
precursoras da zona juncional da placenta) utilizando uma membrana de macroarranjos
de quimiocinas inflamatérias (GE Array O Series, MM-15 Mouse Inflammatory
Cytokines & Receptors Gene Array, 96 genes). Esse estudo mostrou que o gene do
Fator 2 derivado de células estromais (Sdf2) era um dos genes de maior expressao.

O gene do SDF2 foi primeiramente descrito por Hamada e colaboradores (1996)
a partir de uma linhagem de células estromais de camundongo (ST2). A partir da
analise inicial da sequéncia preditiva de aminoacidos do SDF2 tanto humana quanto
murina (similaridade de sequéncia preditiva de aminoacidos em 92.4%), a proteina foi
descrita como secretada, devido a auséncia de um sinal de retencdo no reticulo
endoplasmatico (KDEL/HDEL) em sua porcdo C-terminal (HAMADA et al., 1996). A
funcao e expressédo da proteina em mamiferos sdo desconhecidas.

O SDF2 possui alta similaridade (78%) com um gene paralago, o SDF2L1 (fator
1 semelhante ao fator 2 derivado de células estromais, do inglés: Stromal Derived Fator
2 Like 1) humano e de camundongo e também com a proteina semelhante a SDF2

(SDF2-like) de Arabidopsis thaliana (39%). Ambas proteinas participam de um



processo conhecido como UPR (do inglés, unfolding protein response) ou resposta de
proteinas mal enoveladas.

A UPR pode ser desencadeada quando as células se deparam com um
ambiente adverso (hipdxia, hiperglicemia, privacdo de nutrientes, perturbacdo do
estado de redox, regulacdo de Ca*" exacerbada, infeccéo viral, falha em modificacdes
poés-traducionais entre outros) capaz de perturbar sua homeostase. Neste contexto,
pode ocorrer um acumulo de proteinas mal enoveladas no lumen no reticulo
endoplasmatico, gerando um fendmeno conhecido como estresse de reticulo
endoplasmatico (RE) (BACK; KAUFMAN, 2012; MEI et al., 2013; WALTER; RON,
2011), que por sua vez ativa a UPR. A UPR ativa uma série de vias de sinalizagéo que
tém como resposta imediata tentar reestabelecer a homeostase celular, reduzindo o
acumulo e agregacéao de proteinas mal enoveladas no lumen do RE (WALTER; RON,
2011). Esta resposta inclui a reducdo da sintese de novas proteinas, aumento da
producdo de chaperonas (para auxiliar 0 enovelamento das proteinas existentes no
limen do RE) e aumento da capacidade de degradacéo das proteinas mal enoveladas
(LIN et al., 2007). Se, no entanto, este mecanismo nao reverter o estado de estresse
celular, a prépria via UPR pode ativar um processo de morte celular (apoptose),
evitando que a célula afetada sintetize e secrete para 0 meio externo proteinas nao
funcionais (LIN et al., 2007).

O SDF2L1 é um gene induzido por estresse de RE, membro da familia de O-
manosiltransferases em humanos e camundongos (FUKUDA et al., 2001) e, € descrito
como parte integrante de diversos complexos de proteinas no RE com funcdes
relacionadas ao controle de qualidade no dobramento de proteinas secretadas e de
membranas em mamiferos (BIES et al., 2004; MEUNIER et al., 2002; TONGAONKAR;
SELSTED, 2009). Ja ao SDF2-like de Arabidopsis tem sido atribuido um papel no
controle de qualidade na secrecdo de glicoproteinas e na ativacdo do estresse de RE
(SCHOTT et al., 2010).

Alguns estudos tém mostrado que o estresse de RE afeta o desenvolvimento da
placenta e esta associado a algumas patologias da gestacdo. Em roedores, a

exposicdo sistémica prolongada ao estresse de RE durante diferentes fases da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Back%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22443930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaufman%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22443930

gestacdo, gera fetos com restricdo de crescimento intrauterino, partos prematuros,
alteracbes morfolégicas na placenta e também na sintese dos transportadores de
glicose e no aumento dos niveis de progesterona, esse Ultimo possivelmente como um
mecanismo de protecdo a gestacdo (KAWAKAMI et al, 2014). Em humanos,
marcadores de estresse de RE e da via UPR mostraram-se exacerbados em placentas
a termo de recém-nascidos com restricdo de crescimento intrauterino (YUNG et al.,
2008) e também em placentas de pacientes com pré-eclampsia grave (BURTON;
YUNG, 2011), o que indica que esta via poderia contribuir para as falhas de
desenvolvimento da placenta nessas patologias. Nesse contexto, a ativacédo da via de
estresse de RE na gestacdo pode gerar deficiéncias na producdo de moléculas-chave
(hormbnios, fatores de crescimento e proteinas regulatorias) cruciais para o
desenvolvimento e fungbes placentarias e, consequentemente pode participar no
estabelecimento de doencas gestacionais.

Apesar da similaridade nas sequéncias preditivas da proteina SDF2 em relacéo
ao SDF2L1 humano e murino e SDF2-like de Arabidopsis, a expressao e funcdo do
SDF2 ainda sdo desconhecidas.

Assim, com base na elevada expressao génica do Sdf2 em células trofoblasticas
de camundongo, este estudo teve como proposta mapear a expressdo do SDF2 ao
longo da gestacdo murina e humana e investigar sua possivel funcdo. Além disso,
considerando-se a similaridade na sequéncia e estrutura das proteinas SDF2L1 e
SDF2-like de Arabidopsis com o SDF2, este estudo pretendeu também avaliar se essa
proteina esta relacionada a via de estresse de reticulo durante o desenvolvimento

placentario.



7 CONCLUSOES



1- A proteina Sdf2 de camundongo possui alta similaridade de sequéncia com a
proteina SDF2L1 humana e murina e de estrutura preditiva em relacdo ao SDF2-like de

Arabidopsis thaliana.

2- O Sdf2 localiza-se no reticulo endoplasmético e apresenta ampla distribuicdo em

tecidos e 6rgdos de camundongos.

3- O mapeamento da expressdo do SDF2 ao longo da gestacdo humana e de
camundongo mostra que a proteina estd presente em todas as etapas e
compartimentos da placenta, com expressédo em diversos tipos celulares. As diferencas
de expressao encontradas em alguns compartimentos coincide com seu possivel papel
na via UPR.

4- O SDF2 patrticipa dos processos de diferenciacéo de células trofoblasticas humanas
e murinas de maneira oposta, possivelmente devido as caracteristicas peculiares de
cada processo. Quando a via segue em direcdo a ativacdo da apoptose (células
humanas) a expressdo de SDF2 aumenta; quando segue em direcdo a inibicdo da
apoptose (células murinas) a expressao de Sdf2 diminui. Estes resultados sao

compativeis com o possivel papel do SDF2 na via UPR.

5- Ensaios funcionais de inducdo ao estresse de RE em células trofoblasticas indicam

gue o SDF2 esta envolvido no processo de apoptose da via UPR.
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