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RESUMO

Covarrubias CA. Andlise da acdo do embrido e dos hormdénios ovarianos na
regulacdo da matriz extracelular de células deciduais: Estudo in vivo e in vitro. [Tese
(Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2013.

Durante a gestacdo, em varias espécies de mamiferos, os fibroblastos endometriais
sao alvos de profundas modificagdes morfofuncionais que levam a aquisicdo de um
fendtipo epitelial e a expressdo de novas moléculas, formando uma nova estrutura
no Utero denominada decidua. Em camundongos, a reacdo decidual pode ser
estimulada artificialmente (na auséncia de embrido), resultando na formacédo do
deciduoma, um modelo de grande relevancia para a identificacdo de fatores
oriundos ou ndo do embrido necessarios para a promocdo da decidualizacdo. A
decidualizacdo também promove uma profunda remodelacdo da matriz extracelular
(MEC) do endométrio, e ambos o0s processos sao fundamentais para o sucesso da
gestacdo. Existem evidencias, muitas das quais sao oriundas dos estudos do
Laboratério de Biologia da Reproducao e Matriz extracelular (LBR-MEC), mostrando
que a remodelacdo da MEC do utero ndo gravido € modulada pelos horménios
ovarianos estrégeno (E2) e progesterona (P4). Faltam, entretanto, na literatura,
estudos consistentes sobre a regulacdo da MEC endometrial na auséncia de sinais
paracrinos provenientes do embrido. Além disso, ndo se conhece detalhes sobre a
acdo dos hormonios ovarianos sobre a producdo de componentes da MEC por
células deciduais. Nesse contexto, o presente estudo teve dois objetivos centrais: (i)
caracterizar por imuno-histoquimica a composi¢cao e organiza¢do da MEC durante o
desenvolvimento do deciduoma, (i) estudar por gPCR, Western blot, e
imunolocalizacdo o efeito dos horménios E2 e Medroxiprogesterona (MPA) na
dindmica da expressdo de RNAm, sintese e secrecao de moléculas da MEC em
culturas primarias de células obtidas de deciduoma. Observamos que, a distribuicdo
do colageno tipo I, Ill, IV, V e dos proteoglicanos decorim, biglicam e versicam no
deciduoma, foi semelhante ao ja observado na decidua. As analises in Vvitro,
mostram que o horménio E2 aumenta a expressao génica, a sintese e a deposicao
de decorim enquanto o MPA tem como alvo o biglicam. Ambos hormdnios modulam
a expressao de desmina, um marcador de decidualizacdo. O presente estudo
também mostra que o padrdo de remodelacdo das moléculas alvo do presente
estudo, é similar ao observado durante a decidualizacdo da gestacdo normal,
Conclui-se, portanto, que a remodelagdo da MEC €& um evento intrinseco do
processo de decidualizagdo quer na gestagdo quer na pseudogestacao. Ou seja,
nao foram identificadas diferencas que indicassem a existéncia de controle pelo
embrido. Mostramos ainda que, in vitro, os horménios E2 e MPA regulam de modo
especifico a expressao génica e a secregao do proteoglicanos decorim e biglicam.

Palavras-chave: Utero. Pseudogravidez. Deciduoma. Colagenos. Proteoglicanos.

Hormonios ovarianos.



ABSTRACT

Covarrubias CA. Analysis of the action of the embryo and ovarian hormones in the
regulation of extracellular matrix of decidual cells: In vivo and in vitro study. [Ph.D.
thesis (Tecidual and Cellular Biology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sdo Paulo; 2013.

During pregnancy in several species of mammals, including humans and mice,
endometrial fibroblasts undergo extensive morphofunctional changes acquiring an
epithelial phenotype. Those new cells form a new structure in the uterus called
decidua. In mice, the decidual reaction can be artificially induced in pseudopregnant
females resulting in the formation of a structure morphologically similar to the
decidua called deciduoma, a relevant model to study the putative role of the embryo
upon decidualization. Endometrial decidualization is an essential event for the
success of pregnancy. A notable remodeling of the extracellular matrix (ECM)
organization and molecular composition occurs during this process. There are
evidences, many of them coming from studies of the Laboratory of Reproductive and
Extracellular Matrix Biology (LBR-MEC), that estrogen (E2) and progesterone (P4)
modulate the remodeling of the uterine ECM. Nevertheless, there is no consistent
information about the role, if it exists, of the embryo on the regulation of the
endometrial ECM. Furthermore, it was not yet clarified how the ovarian hormones act
on the production of ECM components by decidual cells. Thus, the objective of
present study was to identify the composition and organization of the ECM during the
development of the mouse deciduoma; and to study by gPCR, Western blot and
immunolocalization methods, the effect of hormones E2 and medroxiprogesterone
(MPA) on synthesis and secretion of ECM molecules by primary cultures of mouse
decidual cells obtained from deciduoma. We found that the distribution of collagen
types I, Ill, IV, V and proteoglycans decorin, biglycan and versican in deciduoma,
was similar to that previously observed in the decidua. The in vitro assays showed
E2 increases the gene expression for the core protein of decorin, while MPA
increases the expression of the core protein of biglycan. In addition, was observed
that both hormones increase the expression of desmin a marker of decidualization.
These results showed that in the endometrium of both pregnant and pseudopregnant
animals ECM molecules such as collagens and proteoglycans are similarly
modulated by ovarian hormones. At from the present study we may conclude that
ECM remodeling is an intrinsic event that happens during decidualization modulated
by E2 and MPA and this modulation independent of the presence of the embryo in
the uterus. In addition we showed that in decidual cells in vitro the gene expression
and the secretion of proteoglycans decorin and biglycan are differentially regulated
by hormones E2 and MPA.

Key-words: Uterus. Pseudopregnancy. Collagens. Proteoglycans. Ovarian
hormones.
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1.1 Gestagédo e Formagéo da Interface Materno-Fetal

A gestacdo em mamiferos promove importantes modificacdes no ambiente
uterino preparando-o para receber o embrido e prové-lo das condicbes necessarias
ao seu desenvolvimento. A gestacéo é um processo complexo que compreende uma
serie de eventos que incluem: i) implantacao; ii) decidualizacéo; iii) placentacéao iv) e,
finalmente, o nascimento da prole por meio do parto. O sucesso de cada evento é
essencial para que se avance ao estagio seguinte (Cha et al., 2012; Zhang et al.,
2013).

1.1.2 Implantagédo

A implantacdo é o processo pelo qual o blastocisto adquire uma posicéao fixa
no interior do Gtero, que requer uma intima interacdo com o epitélio uterino. A
implantacéo foi classificada em trés fases morfolégica e temporalmente distintas: i) a
aposicao; ii) a adesado do embrido a superficie do epitélio luminal e, finalmente, iii) a
invasdo do endométrio pelo embrido (Revisado em: Abrahamsohn, Zorn, 1993;
Favaro et al., no prelo; Schlafke, Enders, 1967). Em mamiferos, especialmente em
roedores, ocorre a formagcdo de um edema generalizado no endométrio
imediatamente antes do inicio da aposicdo. Este evento leva ao fechamento do
[imen uterino formando a cripta de implantacdo e, paralelamente, favorece a
interacdo das microvilosidades do trofoectoderma com as do epitélio luminal
(aposicdo), seguido pelo contato intimo entre eles (adesdo). De acordo com as
diferentes interacdes do blastocito com o Utero, a implantacéo tem sido classificada
em trés categorias: i) central; ii) excéntrica; iii) intersticial. A implantagdo central
acontece em mamiferos como coelhos, furdes, e alguns marsupiais. Nestes animais,
o0 blastocisto cresce e se expande amplamente antes da implantagdo. Em contraste,
os blastocistos de camundongos, ratas, e hamsters sdo pequenos e apresentam
uma expansdo modesta. Nestas Ultimas espécies, a camara de implantacdo é
formada pela invaginacdo do epitélio uterino, o que é caracteristico da implantacao
excéntrica. Em porcos da india, chimpanzés e humanos, o processo de implantacéao
€ do tipo intersticial, no qual o blastocisto é embebido dentro do estroma subepitelial
(Revisado em: Dey et al., 2004; Zhang et al., 2013).
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A reagdo de adesao coincide com um aumento da permeabilidade vascular,
que nessa fase, é localizada especificamente ao redor dos blastocistos, 0 que pode
ser demonstrado pela injecdo do corante vital azul de tripan (Psychoyos, 1973). O
periodo de implantacdo do blastocisto varia de acordo com a espécie de animal,
ocorre no 4° dia em camundongos, no 5° dia em ratos, e aproximadamente no 8° em
humanos. (Enders, Schlafke, 1986). Para que a implantacdo tenha sucesso, é
preciso que o endométrio esteja receptivo ao embrido e, a0 mesmo tempo, que o
embrido esteja em estado de desenvolvimento e ativacdo adequados. A implantacéo
ocorre em um periodo determinado de tempo durante o qual o blastocisto, quando
competente, interage, com o endométrio receptivo associando-se a ele. Esse
periodo € conhecido como “janela de implantagao”. A implantacdo embrionaria em
roedores envolve interagcdes moleculares complexas entre o embrido e as células
uterinas, sendo a decidualizagdo um evento essencial para que esse processo
ocorra.

Os eventos acima descritos sdo primariamente coordenados pelos hormonios
ovarianos estrogeno (E2) e progesterona (P4), porém, o didlogo molecular que se
gera localmente, no ambiente uterino, particularmente, entre a mae e o embrido ou
vice-versa, ndo é ainda totalmente compreendido. Em camundongos e ratos, a acédo
coordenada de E2 e P4 regula a proliferacdo e/ ou diferenciacdo das células do
epitélio e do estroma uterino de modo a estabelecer a “janela de implantagéo”. No 1°
dia de gestacdo (dg) em camundongos (dia em que se observa a rolha vaginal), as
células do epitélio uterino proliferam por influéncia do E2 pré-ovulatério. O
incremento dos niveis de P4, provenientes do corpo luteo recém-formado,
desencadeia a proliferacdo de células do estroma, a partir do 3° dg. Ao mesmo
tempo, o P4 inibe a proliferagcdo do epitélio luminal. A proliferacdo das células do
estroma é adicionalmente estimulada pela acdo de baixos niveis de E2 ovariano
secretado na manha do 4° dg. Além disso, esse E2 atua na aquisicdo da
receptividade uterina permitindo a implantacdo. Em resumo, as acdes coordenadas
de P4 e E2 resultam na suspenséo da proliferacdo do epitélio uterino ao mesmo
tempo em que iniciam a diferenciacdo das células do estoma. Durante a gestacao
em roedores, 0 contato do blastocisto como o epitélio uterino, diferenciado por P4 e
E2, atua como estimulo para o desencadeamento da reacdo decidual, processo
também denominado de decidualizacdo. O perfil hormonal de camundongos fémeas

pseudogravidas (acasalados com machos inférteis), € similar aquele de fémeas
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gravidas devido a manutencdo dos corpos lateos nesses animais pseudogravidos.
Portanto, a sensibilidade do Utero pseudogravido a implantacéo é similar aguela da
gestacdo normal, de forma que blastocitos transferidos durante a fase receptiva no
4° dia de pseudogestacdo (dpg) geram uma implantacdo normal e subsequente
decidualizagdo. Embora o blastocisto seja o indutor normal da decidualizacdo em
camundongos, varios estimulos ndo especificos, como injecao intraluminal de dleo,
ar, polissacarideos e estimulos mecéanicos, podem também iniciar a reacao decidual
em uteros animais pseudogravidos ou preparados adequadamente por horménios
ovarianos (Abrahamsohn, Zorn, 1993; Dey et al., 2004; Finn, Martin, 1974; Herington
et al., 2009).

1.1.1 Decidualizacao

A decidualizacdo corresponde a uma serie de modificagdes morfologicas e
funcionais no ambiente uterino preparando-o para receber o embrido e provendo-o
das condi¢cBes necessarias para 0 seu desenvolvimento. A decidualizacdo gera uma
nova estrutura transitéria chamada decidua, que se caracteriza pela proliferacédo e
transdiferenciacao dos fibroblastos endometriais em células com fenétipo epitelidide,
denominadas células deciduais.

A decidua é uma estrutura privilegiada que, entre outras funcdes, evita que o
embrido semi-alogénico geneticamente “diferente da mae”, seja rejeitado pelo
sistema imune materno. Sabe-se que a decidua madura, atua como uma barreira
fisica para restringir 0 acesso de células imunes maternas (Wang et al., 2004). Além
de atuar como barreira fisica, as células deciduais sao capazes de inibir a expressao
de quimiocinas por mecanismos epigenéticos de metilacdo do DNA, restringindo o
acesso de linfocitos T a interface materno-fetal (White et al., 2002).

Tanto a implantacdo como a decidualizacdo sao eventos orquestradas pelos
horménios esteroides ovarianos E2 e P4 e dependentes de interacdes complexas e
reciprocas entre fatores de transcricdo, morfégenos, citocinas, reguladores do ciclo
celular e vias de sinalizacdo (Revisado em: Cha et al., 2012; Dey et al., 2004; Zhang
et al., 2013).

A decidualizacdo em roedores € restrita ao endomeétrio que circunda cada um
dos embrides. Estes locais denominados sitios de implantacdo e sdo intercalados

por sitios de interimplantacdo nos quais o endométrio permanece inalterado, nao
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sofrendo a decidualizagdo. Os cornos uterinos dos camundongos podem ser
divididos em duas regides, a mesometrial e a antimesometrial. Essa divisdo espacial
tem como referéncia o mesometrio, um ligamento muito vascularizado que prende os
cornos uterinos a parede abdominal. Cada regido possui caracteristicas préprias,
funcbes e destinos diferentes durante a gestacdo. A decidua antimesometrial da
suporte ao embrido durante os estagios iniciais da gestacao, formando a placenta
corio-vitelinica, que contribui para a formacao da placenta corio-alantéica definitiva.
A decidua antimesometrial involui a medida que a decidua mesometrial se
desenvolve (Abrahamsohn, Zorn, 1993; Abrahamsohn et al., 2002; Favaro et al., no

prelo).

O epitélio uterino luminal é requerido para inducdo da decidualizacao (Lejeune
et al.,, 1981) e serve como um transdutor de sinais para o endométrio. Apos a
adesao do blastocisto, as células do epitélio luminal que rodeiam o blastécito, sofrem
apoptose (Parr et al., 1987; Welsh, Enders, 1985) facilitando a invasdo do embrido e

Seu acesso ao suprimento sanguineo contido no endométrio (Parr et al., 1987).

A decidualizacédo do endomeétrio inicia-se no estroma subjacente ao epitélio que
reveste a cripta de implantacdo do embrido, e progride, em direcdo centrifuga, para
as porcdes mais profundas do estroma, ocupando a maior parte da regido
antimesometrial. A partir do sétimo dia da gestacdo em camundongos, a decidua
mesometrial inicia seu desenvolvimento. A formacédo da decidua é um processo de
grande dinamicidade que ocorre em um espac¢o de tempo notavelmente curto. Pelo
processo de decidualizacdo, os fibroblastos endometriais que estdo rodeando a
cripta de implantacdo, onde se encontra blastocisto, proliferam e transdiferenciam
em células denominadas deciduais, originando um érgao, que embora transitorio, é
essencial para a Iimplantacdo e o0 desenvolvimento do concepto. Esta
transdiferenciacdo dos fibroblastos endometriais em células deciduais é um
processo de transicdo mesénquima-epitelial, no qual as células adquirem um
fendtipo epitelial. A decidualizacdo de fibroblastos endometriais envolve
reestruturacdo do citoesqueleto e uma intensa remodelacédo da matriz extracelular
(MEC) (Abrahamsohn, Zorn, 1993; Abrahamsohn et al., 2002; Favaro et al. no prelo).
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Em roedores, muitas das células deciduais sofrem endoduplicacdo, um
processo pelo qual as células passam por ciclos de replicacdo do DNA sem,
entretanto, realizarem a citocinese. A endorreduplicacdo pode servir para dar
suporte ao crescimento do embrido, aumentando a sintese de proteinas por meio de
transcricdo de um maior nimero de genes (Cha et al., 2012).

A decidualizacdo gera uma mudanca profunda no arranjo do estroma
endometrial que muda de um tecido conjuntivo frouxo, para uma estrutura com um
arranjo epitelidide cujos espacos extracelulares sdo expressivamente reduzidos.
Embora os fibroblastos do estroma endometrial sejam morfologicamente
semelhantes aqueles dos outros tecidos conjuntivos, diferem daqueles, por
possuirem a capacidade de se transdiferenciar em células deciduais, quando
devidamente estimulados pelos horménios ovarianos E2 e P4.

As células deciduais maduras sdo volumosas, poliédricas, polinucleadas e
justapostas, possuindo caracteristicas tipicamente epitelidides.

O processo de decidualizacdo da regido antimesometrial do Uutero, é
extremamente dinamico, levando ao estabelecimento de diferentes compartimentos
no endométrio. Inicialmente, a diferenciacdo dos fibroblastos localizados nas
proximidades do epitélio luminal forma uma regido avascular, chamada de decidua
primaria. As células subjacentes continuam proliferando e se diferenciando formando
a decidua secundaria, que em contraste, € uma regido bem vascularizada. Nos
artigos de nosso laboratério essa regido € denominada de decidua madura. Como o
processo de decidualizacdo é extremamente dindmico, concomitantemente com a
formacdo da decidua madura, observa-se a formacdo da regido de células pré-
deciduais, constituida por células que apresentam caracteristicas intermediarias
entre as células deciduais maduras e os fibroblastos endometriais. A Ultima regido
da decidua situa-se nas imediacbes do miométrio, e é constituida por células que
permanecem morfologicamente semelhantes aos fibroblastos, denominada regido do
estroma ndo decidualizado. Existem evidéncias de que esta estreita camada de
células que ndo sofre o processo de decidualizacdo, contenha populacdes de
células pluripotentes do endométrio e, portanto, participe da reconstrucdo do
endométrio no periodo poés-parto (Kleinfeld, O’'Shea, 1983) (Figura 1). A decidua é
essencial, para proporcionar uma barreira que impede a invasédo descontrolada do

trofoblasto, protegendo o embrido da rejeicdo materna além de prover nutrientes
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para o embrido em desenvolvimento antes da formacdo da placenta (Abrahamsohn,
Zorn, 1993).

As células decidualizadas passam a expressar, além da proteina vimentina
caracteristica de fibroblastos, também a proteina desmina. Essa descoberta feita por
Glasser, Julian, (1986) fez da a desmina um marcador da decidualizagdo. A
distribuicdo da desmina muda conforme a diferenciacdo das células deciduais
avanca. Inicialmente se observa uma distribuicdo perinuclear a qual
progressivamente se espalha pelo citoplasma, concentrando-se na periferia celular,
até desaparecer no 9° dg, quando a decidua antimesometrial encontra-se em

processo de involucéo (Oliveira et al., 2000).

Figura 1 - Esquema de uma secc¢do transversal do Utero de camundongo no 7°
dia de gestacao.

Regido Mesometrial

Regido Antimesometrial

O embrido (E) localiza-se na regido antimesometrial da cripta de implantacdo. A regido
antimesometrial mostra trés regides: regido de células deciduais maduras (MD), regido de
células pré-deciduais (PD), e uma regido de estroma ndo decidualizado (ND) localizada na
interface com o miométrio (M), luz uterina (L). A linha ponteada separa a regido mesometrial
da antimesometrial.

Fonte: Adaptado de: Spiess e Zorn (2007).
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1.1.3 Decidualizacao Induzida

Em humanos, sob a influencia da P4 produzida na fase progestacional o
endométrio sofre um processo de pré-decidualizacdo a cada ciclo sexual, contudo, a
manutencao e o desenvolvimento completo da decidualizagcdo s6 serdo sustentados
pela implantacdo do embrido. Se esta ndo acontece, o endométrio é liberado
durante menstruacdo. Diferentemente, em roedores, a decidualizacdo requer, além
de niveis adequados de E2 e P4, um gatilho exégeno dado pelo contato do
blastocisto com o epitélio luminal do endométrio ou ainda por meio de estimulacéo
artificial na superficie luminal do epitélio uterino. O estimulo artificial mais usado para
a promocado da decidualizacao € a injecdo de uma pequena quantidade de 6leo, ou
polissacarideos no lamen uterino (Andrade, 1993; Herington et al., 2009). A
decidualizacdo consequente da implantacdo embrionaria formara a decidua
enguanto aquela resultante de estimulo artificial € denominada de deciduoma (Loeb,
1908) (Figura 2). O tecido decidual de ambos, decidua e deciduoma, apresenta
caracteristicas morfoldgicas e funcionais similares. Portanto, o deciduoma
representa um modelo valioso para se analisar a decidualizagcdo sem a influéncia do
embrido. Da mesma forma, por ndo conter células embrionérias, o deciduoma tem
sido amplamente utilizado como modelo de estudo, particularmente, como fonte de
células deciduais em estudos in vitro (Gu, Gibori, 2006). Mesmo sendo a morfologia
geral do deciduoma muito semelhante a da decidua, alguns estudos mostram que
seu desenvolvimento € mais acelerado do que aquele observado na decidua,
sugerindo que o embrido, embora ndo tenha um papel imprescindivel no
desencadeamento da reacdo decidual, poderia exercer algum papel no controle do
desenvolvimento da decidualizacdo (Andrade, 1993; Lassance, 1998). Contudo, é
importante ressaltar que a aceleracao e exuberancia no desenvolvimento dependem
do tipo de estimulo utilizado para induzir a decidualizacao (Herington et al., 2009). A
decidualizacdo tanto induzida como fisiolégica, gera uma nova arquitetura celular
com fendtipo epitelidide acompanhado por reducdo dos espacos intercelulares,
promovendo, consequentemente, uma marcante remodelacdo dos componentes da
matriz extracelular (MEC) (Abrahamsohn, Zorn, 1993; Abrahamsohn et al., 2002;

Zorn, 2005; Favaro et al., no prelo).
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Figura 2 - Fotomicrografia da decidua (A) e deciduoma (B) de camundongos,
em corte transversal, no 7°dia apés coito.

ME

ME

DM
DA

Evidencia-se a decidua mesometrial (DM), decidua antimesometrial (DA), embrido (E),
miométrio (M) e mesométrio (ME). Hematoxilina- Eosina. Escala de barra: 500 pm.
Fonte: Arquivo pessoal

1.2 A Matriz Extracelular

A MEC é um conjunto de moléculas versateis que sdo secretadas pelas
células, organizadas e imobilizadas no espaco extracelular, numa intima associacao
com a superficie das células que as produzem (Hynes, 2009; Berrier, Yamada,
2007). A MEC integra as células e as contextualiza ao seu microambiente, ajuda na
organizacdo dos tecidos e coordena diversos processos bhioldgicos fundamentais
para as células como: crescimento, proliferacdo, expressdo génica, diferenciacédo e
migracdo celular. Muitas das funcdes da MEC requerem receptores de adesao
transmembrana, que fazem a ligacdo entre o meio extracelular e o citoplasmatico,
pois de um lado esses receptores se ligam aos componentes da MEC e por outro
interagem, com vias de sinalizacdo e proteinas adaptadoras, que regulam o
citoesqueleto (Hynes, 2009; Lodish, 2000). Além disso, os componentes da MEC
possuem a capacidade de ligagao a fatores de crescimento, controlando assim a sua

disponibilidade no microambiente celular (Hynes, 2009).
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Os principais componentes da MEC s&o: i) colagenos; ii) componentes do
sistema elastico; iii) glicosaminoglicanos; iv) proteoglicanos e v) glicoproteinas

adesivas.

1.2.1 Colagenos

Os colagenos representam a familia de proteinas mais abundantes da MEC.
Até o presente momento, foram descritos 28 tipos distintos de colagenos, compostos
ao menos de 46 cadeias polipeptidicas distintas identificadas em vertebrados
(Shoulders, Raines, 2010). A caracteristica que define os colagenos corresponde a
uma estrutura helicoidal de tripla hélice alfa, na qual trés cadeias polipeptidicas se
entrelacam umas nas outras como uma corda. As trés cadeias polipeptidicas podem
ser idénticas (homotriméricos) ou distintas (heterotriméricos), sendo as
heterotrimétricas mais frequentes. As propriedades de cada tipo de colageno séo
devidas também, em grande parte, a segmentos que interrompem a tripla hélice e
gue se dobram em outros tipos de estrutura tridimensional.

A estrutura helicoidal triplice do coldgeno é devida a uma abundancia
incomum de trés aminodcidos: glicina, prolina e hidroxiprolina (formada pela
conversdo de prolina). Estes aminoécidos formam uma sequéncia caracteristica Gly-
Pro-X, em que cada X pode ser qualquer aminoacido. A cadeia lateral de glicina é a
Gnica que pode adaptar-se no centro aglomerado de uma hélice de trés filamentos,
capacitando a cada cadeia de polipeptidios a dobrar-se numa hélice (Figura 3)
(Revisado em Alberts, 2007; Lodish, 2000; Shoulders, Raines, 2010).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da organizacado estrutural do colageno
fibrilar (A). Eletromicrografia mostrando fibrilas de colageno,
observadas no microscopio eletréonico de transmisséo (B).

As fibrilas de colageno estdo em um corte longitudinal (L) e em um transversal (T).
Fonte: Adaptado de: Junqueira e Carneiro, 2008.

Os colagenos estdo agrupados em diferentes categorias, incluindo os
colagenos classicos formadores de fibrilas (colageno tipo I, I, lll, V, XI, XXIV, XXVII)
e os colagenos formadores de redes (colageno tipo IV, VI, VI, X). Existem também
os FACITs (colagenos associados a fibrilas com triple hélice interrompida), MACITs
(colagenos associados a membrana com triple hélice interrompida) e
MULTIPLEXINs (multiplex dominios triplice hélice e interrupgdes). Os diferentes
tipos de colagenos sao listados no Anexo A (Shoulders, Raines, 2010).

A formacéo das fibrilas de colageno ou fibrilogénese é um processo complexo
gue envolve a associacdo de tipos diferentes de colageno e o processamento
enzimatico, sendo que alteracdes nestes fatores podem comprometé-la. Neste
processo destaca-se também a participacdo de outro grupo de moléculas da familia
dos proteoglicanos (PGs), denominados de pequenos proteoglicanos ricos em
leucina (SLRPs do inglés small leucine-rich proteoglycans), apresentados em
detalhe na proxima secdo. Os SLRPs possuem a capacidade de interagir com as
moléculas de colageno regulando a agregacéao lateral das fibrilas de colageno e,

dessa forma, regulando a sua espessura.
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1.2.2 Proteoglicanos

Os PGs correspondem a uma familia de macromoléculas amplamente
distribuidas na MEC. Estas macromoléculas complexas sao constituidas por um eixo
proteico central ao qual se ligam, covalentemente, uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanos (GAGs). Os GAGs sdo heteropolissacarideos lineares que
apresentam como estrutura basica repeticbes de unidades dissacaridicas. Estas
unidades dissacaridicas sédo constituidas por uma hexosamina (D-glucosamina ou D-
galactosamina) e por um agucar ndo nitrogenado, que pode ser um acido urénico (D-
glucurénico ou L-idurénico) ou ainda um aclcar neutro (galactose), unidas entre si
por ligacdes glicosidicas. Os monossacarideos podem estar esterificados com
grupos sulfato, que juntamente com os grupamentos carboxilicos dos &cidos
urénicos conferem alta densidade de cargas negativas a estes polimeros (Revisdo
em: lozzo 1998; Jackson et al., 1991; Kjeuin, Lindahl, 1991). Os GAGs resultantes
sdo: condrointim sulfato, dermatam sulfato, heparam sulfato e queratam sulfato,
heparina e acido hialurénico (HA). O GAG HA é o unico ndo sulfatado e que nao
forma proteoglicanos. Nos tecidos, os GAGs encontram-se covalentemente ligados a
proteinas, formando os PGs, que podem conter ainda oligossacarideos N-e/ ou O-
ligados (Nilsson, Luca, 1982). Os GAGs sulfatados se ligam ao eixo proteico, com
excecdo do queratam sulfato, por meio de um tetrassacarideo acido glucurénico-
galactosil-galactosil-xilose (GluUA-Gal-Gal-Xil) (Figura 5), onde a extremidade
redutora se une a proteina por uma ligacao do tipo O-glicosidica entre a xilose do
tetrassacarideo e a hidroxila de um residuo de serina, enquanto a extremidade ndo
redutora se liga a cadeia de GAG (lozzo 1998).

Devido a grande heterogeneidade, a classificacdo dos PGs é complexa. A
presenca de uma ou varias moléculas de GAGs ligadas a uma cadeia polipeptidica é
a Unica caracteristica comum entre eles (lozzo 1999). Portanto, a forma mais comum
de classificacdo se baseia na localizacdo dos PGs e na estrutura do eixo proteico.
Os PGs se localizam: i) na matriz extracelular (seja na matriz intersticial ou na
membrana basal); ii) na superficie celular; iii) em granulos citoplasmaticos. Os PGs
de matriz intersticial estdo constituidos pelos: i) pequenos proteoglicanos ricos em
leucina (SLRPs); ii) proteoglicanos de alto peso molecular ou Hialectanos e iii)

proteoglicanos facultativos (Anexo B).
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Figura 4 - Esquema da regido de ligacdo dos glicosaminoglicanos ao esqueleto
proteico.

Condroitim Sulfato
Dermatam Sulfato

Heparam Sulfato - Heparina

. AS
: / Queratam Sulfato
AS

Tipo | (Cornea)
A 4

Queratam Sulfato
Tipo Il (cartilagem)

Ser/Thr == O

Xil: xilose; Gal: galactose; AU: acido urbnico; Hex: hexosamina;, NGal: N-
acetilgalactosamina; NGlc: N-acetilglucosamina; AS: acido sidlico; Man: manose; Ser:
serina; Asp: asparagina; Thr: treonina; Fuc: fucose

Fonte: Adaptado lozzo, 2002

1.2.2.1 Pequenos proteoglicanos ricos em leucina

Os pequenos proteoglicanos ricos em leucina atualmente compdem uma
familia de moléculas que compreende pelo menos 18 membros, que embora
relacionados, evoluiram a partir de genes diferentes, adquiriram fungbes préprias e
alcancaram um elevado grau de sofisticacao. Inicialmente eles foram agrupados com
base em seu pequeno eixo proteico (36-46 kDa) e em sua organizagao estrutural
composta de repeticdes ricas em leucina (LRRs). Essa familia de moléculas foi
expandida abrangendo um total de 18 genes. Entretanto, alguns dos produtos
destes genes nao sdo verdadeiros proteoglicanos como classicamente definidos
(Schaefer, lozzo 2008; Schaefer L, Schaefer R, 2010).
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Identificam-se cinco classes de SLRPs com base na conservagéo da proteina
durante a evolucao, presenca de diferentes sequéncias ricas em cisteina na regiao
N-terminal, nimero de repeti¢cdes ricas em leucina e organizacdo genémica. Outra
caracteristica tipica dos SLRPs descrita é a repeticao ‘ear ’ (McEwan et al., 2006).
Contudo, toda a classe tem como caracteristica geral um dominio central, contendo
repeticdes ricas em leucina, flanqueado nos dois lados por pequenas sequéncias
ricas em cisteina. O prototipo do grupo, o decorim (DCN), e alguns dos SLRPs séo

apresentados de forma esquematica na Figura 5.

Figura 5 - Representacdo esquematica de alguns SLRPs.

[ I 1l IV
| I | |
ondroltim au denmatam sulfato Oligossacaridess N-Ligados
g Y'Yy
N | — C
Pm—p(e:::den Repetigbes ricas em lsucina Cys

Peptidec sinal

oy T
ttt ¢ tt
tttt tt

S NEEEEE
tttt tt

Tt T

. Repetigaa rica em leucina : ODligossacarideos N-ligados
* Residuos de cisteina Y Tirosina sulfato
,5 Condroitim ou dermatam sulfato I Queratam sulfato N-ligado

Fonte: Adaptacdo: Mochizuki Y, Shinomura T, Kimata K (1998).
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A classe | dos SLRP inclui o decorim (DCN), o biglicam (BGN) e o asporim. O
N-terminal tem os tipicos residuos de Cys em tandem que formam duas pontes
dissulfeto, embora DCN e BGN possam ser substituidos com uma ou duas cadeias
de condrotim/dermatam sulfato. O asporim perdeu o tipico dipeptideo SER-GLY e o
flanco de aminoacidos requerido para glicagdo, por esta razdo o asporim €
considerado um proteoglicano ndo classico. DCN e BGN mostram o maior grau de
homologia (57% de identidade) entre os membros da classe e apresentam a
sequéncia de consenso rica em cisteina com a estrutura CX3CXCXgC,
diferentemente de todos os demais. A classe Il inclui o fiboromodulim, lumicam,
queratocam, PRELP e osteoaderim, subdivididos ainda em trés subclasses. Todos
apresentam a sequéncia de consenso CX3CXCXgC no dominio rico em cisteinas da
extremidade N-terminal e contém cadeias de queratam sulfato. A classe Il inclui
epificam, mimecam (osteoglicim) e opticim, que apresenta sequéncia rica em
cisteina do tipo CX,CXCXeC. Epificam € um PG de condrotim ou dermatam sulfato,
mas pode ser secretado como glicoproteina na auséncia dos PGs (lozzo, 1999;
lozzo, 1998; Schaefer, lozzo, 2008; lozzo, Schaefer, 2010). A classe IV, que possui
sequéncia de consenso do tipo CX3CXCXs.17C, abrange um grupo de proteoglicanos
nao canonicos, que inclui condroaderim, cictalopim e tsukushi (Schaefer e lozzo,
2008). A classe V, outra classe de SLRPs ndo candnica, contém dois genes
podocam e a proteina 1 semelhante a podocam, apresentando sequéncia de
consenso do tipo CX3.4CXCXoC (Schaefer, lozzo, 2008).

Acreditava-se que os SLRPs agiam exclusivamente como componentes
estruturais. Atualmente, essa familia de moléculas é reconhecida como participante-
chave na sinalizacéo celular, sendo capaz de influenciar uma variedade de funcbes
celulares como, proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia, adesdo, migracdo e
respostas inflamatérias. Todas essas funcbes sdo mediadas pela capacidade
intrinseca dos SLRPs de interagirem com citosinas e ligarem-se a receptores de
superficie celular (Schaefer, lozzo, 2008).

O DCN contém uma cadeia de condrotim sulfato ou dermatam sulfato ligado
ao seu eixo proteico. O eixo proteico apresenta estrutura globular e peso molecular
de aproximadamente 40 kDa. O DCN distribui-se regularmente ao longo da fibrila de
colageno “decorando-a”’ e, por essa razdo, recebeu esse epdnimo (Ruoslahti,
Yamaguchi, 1991; Scott 1988). O decorim regula a fibrilogénese in vitro e in vivo

(Danielson et al.,1997). Decorim também regula a bioatividade de fatores de
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crescimento (Coppock, 1993; Ruoslahti et al.,1990; Yamaguchi, 1988) pode suprimir
0 crescimento de células tumorais interagindo com o receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR) (Moscatello, 1998) levando ao sua inibicdo. Outro
efeito do DCN é a ativacdo da caspase 3, uma enzima chave envolvida na morte
celular programada, incrementado sua atividade antioncogénica (Seidler et al.,
2006). Por outro lado, em células normais, o DCN sinaliza através do receptor do
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-IR do inglés insulin-like growth
factor receptor 1) exercendo um efeito anti-apoptético e antiproliferativo (Schonherr et
al., 2005). No trofoblasto extravilloso, o DCN inibe a migracdo afetando a via de
sinalizacdo do IGF-IR (lacob et al., 2008).

O BGN apresenta cadeias de dermatam sulfato ou condroitim sulfato ligada a
seu eixo proteico. O peso molecular de seu eixo proteico cerca de 40 kDa. Recebeu
esse nome por frequentemente conter duas cadeias de glicosaminoglicanos, embora
possa aparecer com apenas uma cadeia. BGN serve como antagonista de diferentes
receptores de superficie celular, dando origem a diversos resultados biol6gicos
(lozzo, Schaefer, 2010). O BGN atua como uma molécula sinalizadora, de especial
importancia no sistema imune inato. Este proteoglicano, em sua forma solluvel se
transforma em um ligante endégeno de receptores da imunidade inata e interage
com os receptores Toll-Like (TLR) - 2 e 4 dos macréfagos, desencadeando uma

robusta resposta inflamatoéria (Babelova et al., 2009; Schaefer et al., 2005).

1.2. 2.2 Proteoglicanos de alto peso molecular - Hialectanos

Os proteoglicanos de alto peso molecular também chamados hialectanos
(Hyaluronic and lectin-binding proteglycan) ou LEC-HABP (Lectin-hyaluronic acid
binding protein) estes ultimos nomes estdo relacionados com seus dominios. Os
hielactanos compdem uma familia de moléculas que apresentam como caracteristica
comum uma estrutura de tridominio: um dominio N-terminal que permite interacdo
com hialuronato (HA), um dominio central que contem as cadeias de GAGs, e um
dominio C-terminal ao qual se ligam lectinas. A esta familia pertencem quatro genes
diferentes: denominados: agrecam, versicam, neurocam e brevicam

O versicam caracteriza-se pela capacidade de interagir com o HA. Este
proteoglicano possui um menor nimero de cadeias de controitim sulfato ligadas ao

seu esqueleto proteico que o agrecam. O eixo proteico de versicam apresenta peso
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molecular de cerca de 260 kDa. Contem trés dominios globulares, G1, G2 e G3. O
dominio G1 tem uma repeticdo de Ig seguida por dois mdédulos consecutivos, 0s
modulos de ligacdo da proteina, os quais estdo envolvidos na mediacdo da ligacéao
da proteina ao HA. O dominio G2 € formado por dois grandes subdominios,
designados como GAG-a e GAG-[. Existem quatro isoformas de versicam formadas
pelo Splicing alterantivo do RNAm, denominadas de VO, V1, V2 e V3 (Zimmernann,
2000). A maior isoforma VO contem ambos subdominios GAG-a e GAG-B3, a V1
contem s6 GAG-B, a V2 contem s6 GAG-a e a isoforma V3 nao possui nenhum
destes subdominios. O dominio G3 contém uma série de motivos estruturais
incluindo duas repeticdes EGF-like, um dominio de lectina do tipo C, e um modulo de
proteina semelhante a reguladores do complemento (lozzo, 1998) (Figura 6). O
versicam interage com diversas moléculas da MEC, como colageno | e fibronectina,
além de ser reconhecido por receptores como 0 CD-44 e a integrina 31, participando
de processos como proliferacdo e diferenciacdo celular (Wight, 2002; Yao et al.,
2005).

Figura 6 - Representacdo esquematica de vesicam um proteoglicanos de alto
peso molecular.
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Fonte: Adaptado Edwards (2012).
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A versatilidade dos PGs e sua capacidade de interagir com um amplo
repertério de moléculas |hes permitem atuar como mediadores de interacdes
celulares, podendo unir-se tanto a outros componentes da MEC, como participar na
interacdo célula-matriz extracelular ou interagir com moléculas sollveis no meio

extracelular imobilizando-as nesse compartimento (Schaefer L, Schaefer R, 2010).

1.2.3 Matriz extracelular do Utero

Durante o desenvolvimento da decidua, os fibroblastos endometriais tornam-se
volumosos e 0s espacgos intercelulares entre eles diminuem. Nos Udltimos anos, o
Laboratério de Biologia da Reproducdo e Matriz Extracelular (LBR-MEC) tem se
dedicado a compreender o impacto da decidualizacdo na organizacdo e composi¢ao
da MEC, e a importancia dessas moléculas na decidualizacdo, implantacdo e
desenvolvimento embrionério. Esses estudos pioneiros mostraram que a MEC
endometrial sofre uma extensa remodelacdo durante o ciclo reprodutivo e a gestacao.
Durante a gestacao, os primeiros indicios de remodelacdo da MEC do endométrio séo
observados no segundo dia de gestacao, pela presenca de estruturas fosfatase acida-
positivas contendo fibrilas de coladgeno no interior dos fibroblastos, o que sugere a sua
fagocitose e degradacéao intracelular (Bijovsky et al.,, 1992). Corroborando este
resultado, analises realizadas pela histoquimica do picrosirius (Martello,
Abrahamsohn, 1986) e microscopia eletrbnica de transmissdo (Zorn et al., 1986)
mostram a escassez de fibrilas de colageno no 4° dg. Também foi demonstrado que
as células deciduais depositam uma MEC com caracteristicas proprias o que sugere
um papel importante destas moléculas para o estabelecimento da gestacdo
(Abrahamsohn, Zorn, 1993; Abrahamsohn et al., 2002; Favaro et al., no prelo).

Em humanos (Aplin, 2002) e camundongos (Abrahamsohn et al.,, 2002) a
decidualizacdo envolve a remodelacdo da MEC. Em camundongos esta modificacao
sdo notaveis, pois a decidualizacdo promove um espessamento das fibrilas de
coldgeno, (Zorn et al., 1986; Alberto-Rincon et al., 1989), mudancas no perfil de
expressao e distribuicdo dos colagenos nos compartimentos da decidua (Spiess et al.,
2007; Teodoro et al., 2003;) e mudancas na distribuicdo dos proteoglicanos (San
Martin et al., 2003a,b; San Martin, Zorn, 2003; San Martin et al., 2004).

Foi observado que a partir do 5° dg ocorre um aumento na deposicao de

colageno ao redor das células deciduais (Martello, Abrahamsohn, 1986; Zorn et
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al.,1986) observacdes confirmadas por estudos bioguimicos conduzidos por Teodoro
et al., 2003. Por meio de um estudo radioautogréfico ultraestrutural apos a injecédo de
3-H prolina demonstrou-se que as células deciduais sintetizam colageno, (Oliveira,
1991). Os colagenos tipo | e Il sdo os principais componentes do endométrio de
animais ndo gravidos, no entanto no endométrio de animais gravidos além deste
coldgenos, o colageno tipo V passa a ser expresso pelas células deciduais (Spiess et
al., 2007). Estudos realizados por San Martin e colaboradores (2003) demonstraram
que proteoglicanos como o decorim (DCN), biglicam (BGN), Ilumican (LUM)
pertencentes a familia dos SLRPs séo profundamente modulados durante o processo
de decidualizagdo do endométrio em camundongos. Enquanto o DCN presente no
endométrio ndo decidualizado € abolido da regido da decidua madura, o BGN e LUM
sdo depositados pelas células deciduais. Demostrou-se por um estudo
imunohistoquimico ultraestrutural, que o DCN se associa as fibrilas finas, enquanto
que o BGN se associa exclusivamente as fibrilas espessas de colageno, indicando a
participacdo destes proteoglicanos na modulacdo da fibrilogénese do colageno no
endométrio (San Martin, Zorn, 2003). Confirmando estes resultados, animais
deficientes para o gene de decorim apresentam alteracdes na fibrilogénese no
didmetro das fibrilas de colageno do endométrio (Sanchez et al., 2010). Outros
proteoglicanos membros de outras familias como o versicam (San Martin et al.,
2003b), perlecam e sindecam-4 (San Martin et al., 2004) sdo expressos pela decidua.
Abundante depodsito de versicam foi imunolocalizado na regido de células deciduais
maduras e na regido de células pré-deciduais enquanto apenas tracos desse
proteoglicanos foi imunodetectado na regido do estroma ndo decidualizado (San
Martin et al., 2003b).

Por outro lado, observou-se que fémeas nocaute para o receptor da interleucina-
11, sdo inférteis e apresentam severo comprometimento da decidualizacdo (Robb et
al., 1998). Adicionalmente, observou-se que nestes animais ocorrem alteracbes na
composicdo da MEC da decidua, em decorréncia de alteracdes na expressdo de
genes para o colageno tipo Ill, BGN, nidogénio e osteonectina (White et al., 2004).
Esses resultados dao suporte aos estudos do nosso laboratério e confirmam a
importancia da MEC para o processo de decidualizacédo e consequente implantacao e

desenvolvimento do embrido.
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1.3 Os Horménios Esterdides Ovarianos e Seus Receptores

Os receptores de hormonios esteroides sao essenciais na fisiologia humana e
de roedores, conforme exemplificado pelas consequéncias dramaticas da perda do
receptor, observadas em animais nocautes. Os hormonios esteroides estéo
integrados em cada aspecto da fisiologia reprodutiva dos mamiferos, em ambos
sexos, incluindo o desenvolvimento, gametogénese, funcdo gonadal do controle
Hipotalamo - pituitaria, comportamento sexual e maternal, gestacao e lactacao.

O E2 e a P4 sao hormoénios esteroides produzidos pelos ovarios. Ambos sdo
moléculas lipossoliveis que atuam por meio de seus receptores nucleares, por
serem moléculas sinalizadoras hidrofébicas passam através da membrana
plasmatica das células-alvos. Contudo, em vez de ativar as enzimas intracelulares,
eles se ligam a proteinas receptoras localizadas no citosol ou no nucleo. Esses
receptores hormonais atuam como fatores de transcricdo sendo capazes de regular
a expressao génica, mas se encontram na forma inativa nas células nao
estimuladas. Quando ocorre a ligacdo do horménio, o receptor passa por uma
grande mudanca conformacional que o ativa, formando complexos e tornando-o
capaz de promover ou inibir a transcricdo de um grupo especifico de genes. Cada
hormdnio se liga a um receptor proprio que, por sua vez, estimula a expressado de
genes exclusivos assim como genes compartilhados. Esses complexos receptores
de esteroides podem, também, afetar a estabilidade de RNAs mensageiros
especificos. Os esteroides sdo efetivos durante horas ou dias e, muitas vezes,
influenciam o crescimento e a diferenciacdo de tecidos especificos (Revisado em:
Couse et al., 2006; Heldring et al., 2007; Matthews, Gustafsson, 2003).

1.3.1 Estrutura dos Dominios dos receptores nucleares

Existe uma notavel conservagcdo tanto na sequencia de aminoacidos como
nas diferentes regides que funcionais dos diversos receptores nucleares (RN).
Comum a todos os membros da familia dos RN é a estrutura modular de dominios,
cada um dos quais alberga una funcéo autbnoma que € critica para a acao global do
receptor. Os receptores esteroides sdo compostos por cinco médulos funcionais: (i-ii)
dominio A/B ou NTD, (iiij) dominio C ou dominio de ligacdo a DNA, (iv) dominio E ou

regido de charneira, e (v) dominio D ou LBD (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema da organizacdo estrutural dos receptores nucleares
esteroides
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Os dominios mais conservados C e E estdo representados como caixas abertas e os
dominios menos conservados A/B, D e F como barras grossas. O dominio F é Unico dos
receptores de estrogeno (ER). A funcdo dos dominios modulares, AF-1 e AF-2 sédo
conhecidos e indicados como os dois dominios da fungdo de ativacdo da transcricdo. O
dominio AF-1 esta ancorado na regido A/B e exibe uma atividade constitutiva in vitro, ao
passo que o dominio AF-2 esta situado com o dominio ligante de ligacao (E) e € essencial
para a ativagdo do receptor induzido pelo ligando.

Fonte: Adaptado do Knobil and Neill's Physiology of Reproduction, 3er ed. 2006.

(i) Dominio A/B ou DNT (dominio N-Terminal): Todos os receptores nucleares
possuem uma regido DNT de comprimento variavel (100-500 aminoacidos). Este é o
dominio com maior variacdo no comprimento e possui pouca homologia entre os
RN, embora algumas caracteristicas estruturais sejam conservadas. A regido DNT
de cada um dos receptores de esteroides sexuais abriga a funcdo de ativacéo
transcricional-1 (AF-1) e fornece para a célula e a atividade especifica do promotor

do receptor (Couse et al., 2006).

(i) Dominio C ou de Ligacdo ao DNA: Este dominio mapeia-se nas proximidades
do centro da sequencia primaria, exibindo o arranjo em “dedo de Zinco”. Esta é a
regido mais conservada (55-80%) entre os membros da familia RN. A funcionalidade
deste dominio esta dado por um motivo de dois dedos de zinco, os quais facilitam a
ligagdo do complexo hormodnio-receptor ao DNA. Este dominio é a regido dos
receptores nucleares que especificamente tem a funcdo de reconhecer e ligar as
sequéncias cis-atuantes que potenciam, ou HREs (elementos responsivos a

horménio), que estdo localizadas dentro de regides reguladoras de genes alvo.
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Elementos de resposta ao receptor nuclear sdo sequencias de nucleotideos
caracteristicas dos sitios de DNA, chamados elementos resposta, que ligam varios
receptores. As sequencias dos elementos resposta consenso para os receptores de
estrogeno sao repeticdes invertidas com 6 pares de bases separadas por quaisquer

trés pares de base (Curtis et al., 2002; Heldring et al., 2007).

(iii) Dominio D ou Regido da dobradica: este dominio serve para conectar 0s
dominios mais conservados (C e E). Comumente referido como a regido "dobradica”,
se postula que serve para amortecer qualquer impedimento estérico que ocorrem
entre o dominio C e E, permitindo, assim, que as regides de ligacdo de DNA e a de
fixacdo do ligando possam se organizar em uma infinidade de combinagdes que
podem afetar diferencialmente a acéo do receptor (Couse et al., 2006).

(iv) LBD o dominio E: é uma regido multifuncional altamente estruturada que serve
principalmente para ligar especificamente o ligante e permitir a atividade
transcricional dependente do ligante. Este dominio de ligagdo de horménio situa-se
proximo a extremidade C-terminal desses receptores e contém um dominio de
ativacdo dependente do horménio. Em alguns casos, na auséncia do ligante, o
dominio de ligacdo funciona como dominio de repressdo. Um dominio AF-2 localiza-
se na regido C-terminal deste dominio. O AF-2 € um forte ativador de transcricao no
RE e RP. No dominio E existe também uma interface para dimerizacdo dos
receptores, e sitios para a interacdo do receptor com proteinas de choque térmico

(Pratt, Toft, 1997; Couse et al., 2006).

(v) Dominio F: S6 os ERs possuem um dominio F bem definido. Embora alguns
dados indiguem que o domimio F possa ter um papel no recrutamento de co-
ativadores e na estabilidade receptor, sua estrutura ainda € pouco conhecida bem

como suas funcoes.
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1.3.2 Mecanismos de agédo dos receptores

A bioquimica geral dos receptores e sua ativacdo dependente de ligante, &
referida como “o modelo classico” de fungcdo dos receptores (Figura 8). Varios
mecanismos alternativos de sinalizacdo do receptor, os quais diferem do modelo
classico, tém sido propostos, incluindo: (i) cross-talk com sistemas intracelulares e
segundos mensageiros que permitem a ativacao do receptor na auséncia do ligante
(Figura 9). (ii) Tethering mecanismo pelo qual o receptor interage com fatores de
transcricdo heterdlogos, permitindo a regulacdo de genes que carecem de
sequéncias HRE em seu promotor (Figura 10); (iii) sinalizacdo por receptores
associados a membrana plasmatica, com frequéncia chamada “agdo ndao gendémica
dos esteroides”, pela qual sdo ativadas vias de sinalizacéo intracelulares em um

curto espaco de tempo, diferentemente da acdo gendmica que demanda um tempo
maior.

Figura 8 - Esquema do modelo classico de acéo dos receptores esteroides
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S: esteroide; HRE, elementos responsivos ao horménio; HSPs: proteinas de choque
térmico; TBP, TATA: proteinas de ligacdo; TAFs,TBP: Fatores associados; poli 1l: RNA
polimerase.

Fonte: Adaptado do Knobil and Neill’s Physiology of Reproduction, 3er ed. 2006
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Figura 9 - Esquema do mecanismo de acdo dos esteroides ligando
independente o “cross-talk”.

Membrana Niicleo
plasmatica

A estimulagc&o hormonal do receptor ativa a cascada de sinalizagcdo das quinasses e poderia
ativar os receptores hormonais via fosforilacdo em auséncia do ligando esteroides. H,
horménio trofico; AC, Adenil ciclase; cAMP, adenosina monofosfato ciclico; PKA, proteina
quinasse A; P, fosforilagdo; HRE, elementos responsivos ao hormoénios; SR, receptor
esteroide; CoA, coativador; TBP, TATA proteinas de ligacao; TAFs, fatores associados a
TBP; poli ll, RNA polimerase II.

Fonte: Adaptado do Knobil and Neill's Physiology of Reproduction, 3er ed. 2006
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Figura 10 - Esquema da regulacéo dos receptores esteroides que perdem a via
HERs “Thethering”.

O esquema mostra um mecanismo putativo pelo qual os receptores esteroides sexuais
ativam os ligantes e, desse modo, modulam a expressdo de genes que ndo possuem um
HRE dentro de suas regides promotoras. Receptores ativados por ligante que se acredita
interagem com outros fatores de transcricdo, exemplo: FOS/JUN, que se une a seu
respectivo elemento de resposta a ADN (AP-1). Este complexo é, entdo, capaz de recrutar
proteinas co-reguladoras e induzir a expressao de genes em resposta aos respectivos
esteroides sexuais. S, esteroide; HRE, elementos responsivos aos horménios; HSPs,
proteinas de choque térmico; TBP,TATA proteinas de ligacdo; TAFs, fatores associados a
TBP; poli ll, RNA polimerase II.

Fonte: Adaptado do Knobil and Neill's Physiology of Reproduction, 3er ed. 2006

1.3.3 Receptores de estrégeno no utero de camundongos fémeas

Muitos dos avancos na compreensdo das funcdes dos receptores esteroides

no trato reprodutivo feminino foram realizados em modelos murinos “Knockout”.

Os ER séo produtos de dois genes diferentes, denominados ESR1 e ESR2,
formando o ER-a (66 kDa) e o ER-B(60-63 kDa). Estes receptores apresentam alta
homologia no dominio de ligacdo ao DNA (98%) e baixa homologia no dominio de

interagdo com o ligante (54%). A regidao promotora do gene ESR1 tem sido
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amplamente caracterizada, revelando a presenca de multiplas regides reguladoras e
promotoras. Foram descritos elementos reguladores controlados por AP-1, SP1 e
pelo proprio ER. (Couse et al.,, 2006; Heldring et al., 2007). Em camundongos
adultos, tanto transcritos do ER-a quanto a imunoreatividade estdo elevadas no
epitélio uterino antes da ovulacdo embora diminuam durante o inicio da gestagéo, ao
passo que a expressao no estroma se mantem (Couse et al., 2006; Tan et al., 1999).
Em contraste, a expressdo do ER-B é relativamente baixa tanto no utero de animais
virgens como durante a gestacdo (Couse et al., 1997; Jefferson, 2000). Em
camundongos ovariectomizados, ER-a e ER-B foram detectados no epitélio, no
estroma e no miométrio (Couse et al., 2006), o que indica que os horménios
ovarianos alteram o padrdo de expressdo. Ha fortes evidéncias funcionais
demonstrando que o ER-a é o principal responsavel por mediar os efeitos do
estrogeno no utero.

Camundongos fémeas nocaute para ER-a exibem uma arquitetura normal do
Gtero, pois apresentam bem definido os trés compartimentos uterinos (miométrio,
estroma endometrial e epitélio), porém o Utero € hipoplasico, com a metade do peso
dos uteros dos camundongos selvagem (Couse, Korach, 1999). O utero adulto nao é
responsivo a estimulacdo pelo estrégeno quer enddgeno quer exdégeno (Couse et
al.,, 2006). Embora respondam com a decidualizagdo quando estimulado por
tratamento hormonal exdgeno, ndo permitem a implantacdo do embrido. Em
contraste, camundongos fémeas nocautes para ER-B apresentam desenvolvimento
e funcdo normais.

A mucosa vaginal € composta de epitélio e estroma, a qual possui niveis
expressivos de ER e é muito suscetivel ao estrogeno. Os estrogenos (endégenos ou
exdgenos) induzem a diferenciacdo do estroma, proliferacéo epitelial e a sintese de
queratina pelo epitélio gerando a camada de células cornificadas superficial. Estas
mudancas na histologia da mucosa sao utilizados para estimar o nivel de esteroides
gonadais circulantes e determinar a fase do ciclo reprodutivo ou estral. Em
camundongos fémeas nocaute para o ER-q, ainda que expostas a elevadas doses
de estroégeno, ndo é possivel observar resposta do epitélio vaginal. Em contraste o
epitélio vaginal de camundongos fémeas nocaute para ER- exibem as altera¢des
ciclicas normais. Portanto, a estrogenizagdo da mucosa vaginal em roedores, a qual
é critica para o acasalamento, € dependente de ER-a (Couse et al, 2006). Outros

estudos mostraram que o bloqueio da aromatase P450, uma enzima chave na
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conversdo dos andrégenos em estrogenos, causa inibicdo do processo de
decidualizacao, sugerindo que uma sintese de novo de E2 no Utero € essencial para
a decidualizacéo (Das et al., 2009). O antigeno 1 relacionado com Fos (FRA-1), um
alvo do estrégeno e membro da familia de fatores de transcricdo Fos, mostrou- se

ser um mediador critico da decidualizacdo (Das et al., 2012).

1.3.4 Os Receptores de progesterona no Utero de fémeas de camundongos

Os PR séao gerados por dois promotores diferentes localizados no gene PGR,
0 que permite a formacgé&o de duas isoformas do receptor de progesterona (PR), PR-
A (94 kDa) e PR-B(114 kDa). Os dois PR séo idénticos em todas as regides, exceto
em NTD, a qual esta truncada em algumas espécies. Uma terceira isoforma,
chamada PR-C, foi descoberta em humanos (Couse et al., 2006). Em muitos tecidos,
especialmente no trato reprodutivo feminino, a expressdao dos RP é induzida
diretamente pelo estradiol (Kraus, Katzenellenbogen, 1993).

No utero de camundongos, tanto os niveis de transcritos como 0s niveis
protéicos dos PR, sdo baixos no dia um e dois da gestacdo e a maior expressao
acontece no epitélio e no estroma subepitelial (Tibbetts et al., 1998). Os niveis PR
aumentam nos mesmos tecidos nos dias trés e quatro de gestacdo, periodo que
antecede a implantacdo. As acdes mediadas pelos ER sdo fundamentais para a
expressdo dos PR no utero de camundongos, sendo estas acdes especificas e
diferentes para cada compartimento uterino. A ovariectomia leva a um incremento
dos niveis do PR no epitélio uterino que pode ser reduzido mediante tratamento com
estradiol exdgeno, o que indica que o estradiol atua como um repressor da
expressdo do PR nesse compartimento uterino (Kurita el al., 2001)

Camundongos nocaute para ambos os PR apresentam um utero normalmente
desenvolvido. Entretanto, ndo apresentam a resposta decidual normal impedindo,
portanto, a implantacdo do embrido (Conneely et al., 2002). O epitélio uterino
também apresenta hiperplasia em resposta ao E2. Os camundongos nocaute para
PR-A exibem uma um fenétipo semelhante ao observado as fémeas nocaute para
ambos receptores (Conneely et al., 2002). Contrariamente, em fémeas nocaute para
PR-B a morfologia uterina € normal. A reacéo decidual também ocorre normalmente,
permitindo a implantagdo do embrido. Em adicdo, o Utero ndo apresenta hiperplasia

do epitélio em resposta aos estrogenos (Couse et al.,, 2006). Durante a fase
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secretora do ciclo estral de murinos, a diminuicdo dos niveis circulantes de
estrogeno, paralelamente com o incremento de progesterona, gera uma mudanc¢a na
proliferacéo uterina que deixa de ocorrer no epitélio e passa a ocorrer nas células do
estroma (Tong, Pollard, 1999). Dessa forma acredita-se, que a acdo da
progesterona mediada pelos seus receptores, modula negativamente a proliferagao
do epitélio uterino induzida pelo estradiol (Tong, Pollard, 1999).

A acdo da P4 mediada por seus receptores € critica para a preparacdo do
endométrio para a gestagdo. A implantacdo embrionaria € um processo altamente
complexo que requer a cooperacdo sincronizada entre o blastocisto e o epitélio
uterino. O pico de E2 circulante durante a ovulacdo desencadeia uma cascata de
proliferacdo no epitélio glandular e luminal no Utero, e a expressdo de PR no
estroma endometrial e no miométrio. O aumento poés-ovulatoria da P4 gera a
decidualizacdo, processo complexo que envolve a intensa proliferacdo e
diferenciacdo do estroma endometrial e aumento localizado da permeabilidade
vascular. Por outro lado, a progesterona exerce uma funcéo importante ao suprimir a
resposta inflamatéria uterina que acompanha a implantacdo do embrido. A
sinalizacdo da P4 ovariana através de seus receptores € essencial para o
desenvolvimento uterino pés-implantagdo e decidualizacdo (Connely et al., 2002).
Em experimentos onde se induziu a decidualizacdo em fémeas ovarectomizadas

observou-se que s6 a P4 é capaz de manter a resposta decidual (Paria et al., 1999).

1.4 Cultivos de células deciduais antimesometriais

Estudos prévios realizados em nosso e em outros laborat6rios, mostraram
que culturas primarias de células deciduais mantém as caracteristicas essenciais
que estas células possuem in vivo, tais como: binucleagdo e poliploidia (Amaral,
1998; Bell, Searle, 1981), Mantém ainda o conjunto de organelas como lisossomos
(Sananes et al., 1978), e aquelas envolvidas com a sintese e secrecdo de
macromoléculas (Bell, Searle, 198; Fontanele, 1999; Sananes et al., 1978). A
manutencdo das caracteristicas biolégicas vistas in vivo é comprovada pela
expressdo de filamentos intermediarios de desmina, um marcador de células

deciduais além de vimentina em seu citoplasma (Amaral, 1998; Fontanele, 1999;
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Glasser, Julian, 1986; Sananes, 1978). Além disso, estabelecem juncbes do tipo
comunicantes e aderentes (Domingues, 1999). O primeiro trabalho com cultura de
células deciduais foi desenvolvido por Kisalus em 1987, no qual foi mostrado que
culturas de explantes de decidua humana s&o capazes de sintetizar e secretar
diversas moléculas da MEC como os colagenos do tipo I, lll, IV, V e as
glicoproteinas, laminina (LAM) e fibronectina (FNC). Trabalhos recentes com células
deciduais humanas, de ratas e camundongos fémeas, confirmaram os resultados de
Kisalus, mostrando que as células deciduais em cultivo produzem proteoglicanos,
inibidores de proteases e expressam integrinas (Alfonso et al., 1997; Babiarz et al.,
1996; Costa, 2002; Damsky et al., 1994; Sutherland et al., 1993)

De posse de um conjunto de resultados obtidos do nosso laboratério e de
outros do papel dos horménios ovarianos no controle da decidualizacdo, implantacéo
e remodelagdo da matriz extracelular endometrial, o presente estudo foi delineado
com 0 objetivo de conhecer se o embrido teria, eventualmente, algum papel
modulador na remodelacdo da MEC durante o processo de decidualizacdo do
endométrio. Tem ainda como objetivo ampliar a compreensao sobre a acao dos os
hormdnios E2 e MPA sobre o comportamento das células deciduais na producéo de
componentes da MEC.

Resultados de outros e do nosso laboratério mostraram que a formacéo da
decidua altera a distribuicdo de colagenos, proteoglicanos e glicoproteinas no
endométrio (Muro, 2000; San Martin et al., 2003a,b; Spiess et al.,, 2007).
Recentemente, estudos do nosso laboratério (Salgado et al., 2009) demonstraram
que PGs da familia dos SLRPs séo profundamente modulados nos tecidos uterinos
durante o ciclo estral sugerindo uma acdo dos hormdnios ovarianos nessa
modulacdo. Embora existam informacdes indicando, fortemente similaridades entre a
decidua e o deciduoma, a composicdo e remodelacdo da MEC, do deciduoma é
ainda completamente desconhecida. Além disso, embora, como amplamente
informado nessa introducdo existam dados consistentes sobre a influéncia dos
hormonios ovarianos na modulacéo da expressao de moléculas da MEC na decidua,
nado se pode descartar a possibilidade de sinais oriundos do embrido possam

participar desse processo.



6 CONCLUSOES
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Nosso estudo permite concluir que:

1. A composicdo da matriz extracelular do deciduoma é semelhante aquela da

decidua.

2. A intensa remodelagdo dos componentes da matriz extracelular € um evento
intrinseco do processo de decidualizagédo que se observa tanto na decidua

como no deciduoma.

3. As afirmacdes anteriores déo suporte ao uso do deciduoma como um modelo
adequado para a obtencdo de culturas primarias destinadas a estudos de

sintese e secrec¢do de moléculas da MEC e suas vias de sinalizacéo.

4. Os horménios ovarianos sédo fatores-chave do controle da deposicdo e
remodelacdo da MEC durante a decidualizagao tanto in vivo como em cultivo

primario de células obtidas de deciduoma.

5. Os horménios E2 e MPA regulam a expressdo genica e proteica dos
proteoglicanos decorim e biglicam nas células deciduais in vitro de modo

diferencial.

6. Os hormbnios E2 e MPA controlam a expressao da proteina desmina um

marcador da decidualizagéo.
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