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RESUMO

FARIA, M.R. EXPRESSAO TECIDO ESPECIFICA DO FATOR DE INIBICAO DE
MIGRAGAO DE MACROFAGOS (Mif) NA INTERFACE MATERNO FETAL EM
CAMUNDONGOS. 74 f. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo; 2009.

O fator de inibigdo de migragdao de macréfagos (MIF) desempenha papéis essenciais
como um fator pro-inflamatério afetando as fungdes de macrofagos e linfocitos e
agindo como antagonista dos efeitos dos glicocorticéides nas respostas inflamatoérias
e imunolodgicas. Estudos recentes também sugerem uma fungéo importante do MIF
durante o processo de implantagdo embrionaria e no desenvolvimento de embrides
humanos. Neste estudo objetivamos caracterizar a expressdo de Mif nas células
trofoblasticas, placentarias e deciduais ao longo da gestagdo em camundongos. A
imunolocalizagdo de Mif foi realizada em sitios de implantagéo nos dias de gestagéo
(dg) 7,5, 10,5, 13,5 e 17,5. Cones ectoplacentarios e placentas fetais foram
dissecados dos tecidos maternos e utilizados para ensaios de Western blotting e
gRT-PCR nos mesmos dias de gestagdo. Amostras de decidua mesometrial também
foram submetidas a reacdo de PCR em tempo real. Durante o periodo de pds-
implantagcdo (7,5 dg) as células trofoblasticas gigantes apresentaram forte
imunomarcacgéo para Mif, assim como as células deciduais. Em fases posteriores da
placentagdo (10,5-17,5 dg) o Mif mostrou-se concentrado na zona juncional, em
células trofoblasticas gigantes e no espongiotrofoblasto. Nestas fases da gestagéao,
na decidua, a reatividade ao anticorpo anti-Mif mostrou-se menos intensa que no
periodo de pés-implantacédo. A expressao protéica de Mif no compartimento fetal da
placenta aumentou significativamente do 7,5 dg para o 10,5 dg (p=0,005) e do 7,5
dg para o 13,5 dg (p=0.03). A maior expressdo de RNAm de Mif foi encontrada no
10,5 dg e foi estatisticamente diferente dos dias 13,5 (p=0,048) e 17,5 de gestacao
(p=0,009). Ao contrario do compartimento fetal, na decidua, maior expressao génica
para Mif foi observada aos 7,5 dg, o que foi significativamente diferente dos dias
10,5 (0,012) e 13,5 (0,032) de gestacdo. O aumento da expressdo de Mif na
placenta fetal no 10,5 dg coincide com o estagio no qual este 6rgdo assume uma
organizagdo estratificada composta pelas camadas células trofoblasticas gigantes
secundarias, espongiotrofoblasto, labirinto e placa coriénica. Ainda € neste periodo

que tem inicio a circulagao fetal. Em conjunto, esta distribuicdo temporal e tecido-



especifica sugere um papel modulador para o MIF no inicio da placentagédo ou
ainda, na adaptagédo da placenta ao ambiente uterino. Além disto, a expresséo de
Mif por ambos os compartimentos placentarios, materno e fetal, refor¢ca a idéia de
que sua presenca € fundamental para a homeostase da interface placentaria e
sucesso gestacional.

Palavras-chave: Citocinas inflamatorias. Gestacado. Placenta. Trofoblasto. Decidua.



ABSTRACT

FARIA, M.R. Tissue specific expression of macrophage migration inhibitory
factor (Mif) at the mouse maternal fetal interface. 74 p. Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2009.

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) has special pro-inflammatory roles,
affecting the functions of macrophages and lymphocytes and counter-regulating the
effects of glucocorticoids on the inflammatory and immune response. Recent
evidence also suggests a critical role during human implantation and early embryonic
development. The overall goal of this study was to characterize MIF expression by
trophoblast and embryo placental cells and by decidua during mouse pregnancy. MIF
was immunolocalized at implantation sites (trophoblast and decidual cells) on
gestation days (gd) 7.5, 10.5, 13.5 and 17.5. Ectoplacental cones and fetal placentas
dissected from the maternal tissues were used for Western blotting. Ectoplacental
cones, fetal placentas and deciduas were used for qRT-PCR assays on the same
gestation days. During the early post-implantation period (gd. 7.5), decidual cells and
trophoblast giant cells showed strong MIF reactivity. In later placentation phases (gds
10.5-17.5), MIF appeared to be concentrated in the junctional zone on giant and
spongiotrophoblast cells. At these gestational periods, decidual reactivity to the MIF
antibody was weaker than early post-implantation stage. MIF protein expression at
fetal placental compartment increased significantly from gd 7.5 to 10.5 (p=0.005) and
from gd 7.5 to 13.5 (p=0.03). Higher mRNA expression was found on gd 10.5 and
was significantly different from gds 13.5 (p=0.048) and 17.5 (p=0.009). On contrary,
MIF gene expression at decidua on gd 7.5 was significantly greater than those on
gds 10.5 (XXX), 13.5 (XXX) and 17.5 (XXX). The up-regulation of MIF on gd 10.5
coincides with the stage in which the placenta assumes its four-layered organization
(with secondary giant cells, spongiotrophoblast, labyrinth and chorionic plate) and the
fetal blood circulation begins. Altogether, this temporal tissue-specific distribution and
expression data suggests that MIF may play a modulator role in the onset of
placentation or in the adaptation of the placenta to the uterine environment.
Moreover, it reinforces the idea that MIF is crucially important for placental interface
homeostasis and successful gestation.

Key words: Inflammatory cytokines. Pregnancy. Placenta. Trophoblast. Decidua.



1 INTRODUGAO



Um dos fatores mais intrigantes da gestagdo em mamiferos é o
relacionamento imunologico entre m&e e feto. Nestes animais, ao longo da
gestacdo desenvolve-se uma placenta do tipo hemocorial, 0 que pressupbe uma
intima relagao entre os tecidos uterinos e as células embrionarias/fetais.

Nas primeiras fases da gestagdo, com o inicio do processo de implantagao
embrionaria, as células embrionarias denominadas trofoblasticas aderem ao epitélio
uterino para em seguida, ultrapassa-lo e invadir o estroma endometrial
decidualizado. A implantagdo prossegue e culmina com a intrusdo de células
trofoblasticas na parede de vasos sanguineos endometriais, principalmente para
assegurar oxigénio e nutrientes necessarios para o embrido em desenvolvimento.
Conforme a gestagao progride, a interagdo materno-fetal se aprimora por meio da
diferenciagdo de estruturas maternas e fetais formando a placenta: 6rgao
responsavel por trocas moleculares entre ambos. Longe de ser um processo
passivo, entretanto, a interagdo materno-fetal implica em uma troca constante de
informagdes entre os dois organismos para que a gestagéo tenha sucesso.

A interagdo materno-fetal ocorre entre organismos geneticamente distintos,
que sao mantidos em intimo contato ao longo de toda a gestacao. Neste contexto, o
sucesso da gestacdo depende da “tolerancia imunoloégica® materna em relacdo ao
feto, que possui genes herdados, maternos e paternos. Mesmo os mais modernos
conceitos da Imunologia Molecular ainda ndo conseguem explicar adequadamente
0s processos imunolégicos que ocorrem na relagdo materno-fetal que,
aparentemente, é guiada por regras proprias.

Na ultima década, uma ampla gama de moléculas liberadas na interface
materno-embrionaria tem sido estudada em uma tentativa de se compreender como
esta acdo reciproca auxilia na manutencao da gestagdo, em seus varios aspectos.

Neste sentido, o estudo sobre o fator de inibicdo de migragdo de macrofagos,
uma molécula com fungdes peculiares, pode contribuir para o melhor entendimento
da interlocugdo entre mae e embrido/feto nas diversas fases da gestacdo. Trabalhos
enfocando a agdo do MIF durante a gestagdo em humanos tém sido realizados
utilizando-se placentas a termo ou em fases iniciais de desenvolvimento ou ainda,
provindas de abortos. Estudos mais profundos entretanto, requerem manipulagao
experimental, o que restringe a utilizagdo de material humano. O uso de roedores e
particularmente de camundongos tém, neste sentido, se mostrado um excelente

modelo para a caracterizacdo da interacdo materno-fetal. Ele permite a realizacao



de manipulagbes genéticas e experimentais em diferentes niveis e fases
gestacionais além do tempo relativamente curto de gestacdo, que € uma vantagem
também a ser destacada.

A expressao ao longo da cadeia evolutiva, sua ampla distribuicdo em diversos
orgaos e em diferentes tipos celulares e, sua natureza pleiotréfica coloca o MIF em
destaque na literatura atual. Sua implicagdo em processos que envolvem migragao e
proliferagdo celular, angiogénese, modulacdo de moléculas de ades&o, interagao
com outras citocinas pro inflamatorias e contra regulagao de glicocorticoides alertam
para a importancia do MIF na imunidade inata e adquirida, inflamagao, doengas auto
imunes e tumorigénese. Ainda, o fato de poder ser armazenado no citoplasma, o
gue o habilita a ser liberado prontamente apds estimulos especificos, faz com que o
MIF seja cogitado como uma citocina-chave no desencadeamento de respostas
organicas, como por exemplo, uma reagao inflamatoria.

Na medida em que processos inflamatérios e etapas fundamentais da
gestacdo como a implantagdo embrionaria e diferenciagdo placentaria, guardam
profundas semelhancgas entre si, conforme mostram inumeros trabalhos da literatura,
torna-se pertinente a abordagem do MIF como uma molécula participante na
interlocugcdo materno-fetal.

Em vista do exposto, neste estudo, a expressdo de Mif foi analisada na
interface materno-fetal de camundongos ao longo das diferentes fases da gestagéo.



7 CONCLUSOES



Baseado nos achados deste estudo pode-se concluir que:

1 — O fator de inibicdo de migragdo de macréfagos (MIF) esta presente na interface

materno-fetal ao longo de toda a gestagdo em camundongos.

2 - Tanto componentes fetais (trofoblasto/placenta fetal) quanto componentes

materno (decidua) da interface participam da produgao de MIF.

3 — A expressao génica de Mif na placenta fetal e materna obedece a um padrao

temporal e tecido especifico ao longo da gestacéo.

4 - Na placenta fetal, a maior expresséao protéica e génica de Mif se da aos 10,5 dg.

5 — Na decidua, a maior expressao génica de Mif se da aos 7,5 dg.
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