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RESUMO

NASCIMENTO, K. F. Inflamacdo durante a gestacéo: efeito da administracdo do
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli na expressao do fator de inibicdo de
migracdo de macrofagos (MIF) na interface materno-fetal. 2012. 78 f. [dissertacao
(Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo, 2012.

A implantacdo embrionaria determina eventos biolégicos de fundamental importancia para
o desenvolvimento do embrido e para o sucesso da gestacdao, como a intrusdo do trofoblasto
no estroma endometrial assumindo posicdes chave em contato com o sangue materno e
com células residentes e de defesa que habitam o Utero. Entre células maternas e o
trofoblasto se estabelece um complexo didlogo molecular. Dentre as moléculas que
participam deste processo destacam-se as citocinas, mediadores sollveis do sistema
imunolégico, com fungbes relevantes na interface materno-fetal. O fator de inibicdo de
migracdao de macréfagos (MIF) é uma das muitas citocinas que atuam durante a gestacao,
desempenhando multiplas fungdes bioldgicas e atividades pré-inflamatdrias, em resposta a
infeccBes ou a presenca de toxinas bacterianas e estresse. Esta citocina também é produzida
na interface materno-fetal por diferentes tipos celulares em diferentes periodos
gestacionais. Fungdes atribuidas a presenca de MIF nestes locais incluem papeis na resposta
imunolégica inata e a manutencdao de um ambiente inflamatdério na interface materno-
placentdria. No entanto, pouco se sabe a respeito da modulacdao de sua expressao nestes
locais em condi¢des inflamatdrias. Este estudo investigou a expressdao de MIF na interface
materno-placentaria em condi¢des infecto-inflamatdrias simuladas no organismo materno
pela administracdo de LPS de Escherichia coli no dia 7,5 de gestacao, periodo imediatamente
apos a implantagdo embriondria. Para uma melhor avaliagdo dos efeitos inflamatérios na
interface materno-fetal este estudo foi dividido em duas etapas; na primeira LPS foi
administrado nas doses de 0,06, 0,1, 0,2 e 0,3 ug/g de peso corporal aos 7,5 dias de gestacdo
e a gestacdo interrompida aos 17,5 dg para andlise do perfil gestacional (com o objetivo de
selecionar a dose adequada de LPS). Uma segunda etapa consistiu na administracdo de dose
Unica de LPS (0,1 pg/g de peso corporal) aos 7,5 dg, sendo a gestacdo interrompida aos 30
minutos, 1, 3 e 6 horas apds esta administracdo (para analise dos efeitos da inflamacdo
materna na interface materno-fetal). Nossos resultados mostraram que a dose mais
adequada para que houvesse inflamacdo sem dbito fetal significativo era a dose de 0,1 ug de
LPS/g de peso corporal. Com esta dose observou-se diminuicdo o padrdo de expressio
protéica de MIF durante as 6 horas seguintes ao estimulo com LPS, enquanto que a
expressao génica permaneceu estavel, aumentando significativamente apenas apds 6 horas
de tratamento. Dosagem de TNF-a foi utilizada como biomarcador da inflamagao.
Observou-se aumento dos niveis séricos desta citocina no soro até 1 hora apds o estimulo
com LPS, o que ndo ocorreu na interface materno fetal onde os niveis diminuiram apds 30
min da administracdo do LPS. Em conjunto nossos resultados sugerem que os mecanismos
de regulacdo de MIF na interface materno-fetal sdo tecido-especificos capazes de atenuar o
processo inflamatério, podendo desta forma, atuar como fator de relevancia na
sobrevivéncia fetal.

Palavras-chave: MIF. LPS. Implantacdo . Placenta. Gesta¢do. Decidua.



ABSTRACT

NASCIMENTO, K. F. Inflamation during gestation: the effect of the administration
of lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli in the macrophage migrating
inhibitory factor (MIF) expression at the materno-fetal interface. 2012. 78 p.
[dissertation (Master thesis in Cell and Tissue)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

The embryo implantation determines fundamental biological events to the embryo
development and to the success of gestation, such as the intrusion of the trophoblast into
the endometrial stroma where it assumes key positions in contact with maternal blood and
resident and defense cells that inhabit the uterus. A complex molecular dialogue is
established amongst maternal cells and the trophoblast. Among the molecules that take part
in this process highlight the cytokines, soluble mediators of the immune system that play
important functions at the maternal-fetal interface. The macrophage migration inhibitory
factor (MIF) is one of these cytokines that during gestation play multiple biological functions
and pro inflammatory activities in response to infections, bacterial toxins or stress. This
cytokine is also produced at the maternal-fetal interface by different cell types in different
gestational periods. Functions attributed to the gestational MIF include roles in innate
immune response and maintenance of an inflammatory environment at the maternal-
placental interface. However, little is known about the modulation of its expression at the
maternal fetal interface during inflammatory conditions. This study investigated the
expression of MIF at the maternal-placental interface in maternal inflammatory conditions
simulated by the administration of LPS from Escherichia coli during the day 7.5 of gestation,
the period immediately after embryo implantation. To assess the inflammatory effects on
maternal-fetal interface this study was divided in two steps: in the first LPS was administered
at the doses of 0.06, 0.1, 0.2 and 0.3 pg / g body weight at 7, 5 days of gestation. The
pregnancy was interrupted at 17.5 dg and the gestational profile analyzed (to select the
appropriated LPS dose). In the second step LPS was administered as a single dose (0.1 ug /g
body weight) at the day 7.5 of gestation and the pregnancy interrupted 30 minutes, 1, 3 and
6 hours after administration (to analyze the effects of the maternal inflammation on the
maternal fetal interface). Our results showed that the more appropriate LPS dose was 0.1
ug/ g body weight to trigger inflammation without significant fetal losses. At this dose there
was a decrease in the MIF pattern of protein expression during the 6 hours after LPS
stimulus, whereas gene expression remained stable and, significantly increasing only after 6
hours of treatment. Analysis of TNF-o. was used as a biomarker of inflammation. Serum
levels of this cytokines increased up to 1 hour after stimulation with LPS, which was not
observed at the maternal fetal interface, where 30 min after LPS administration a significant
decreased were detected. Together, our results suggest tissue-specific MIF regulatory
mechanisms at the maternal-fetal interface, able to attenuate the inflammatory process and
therefore, playing role as a relevant factor for fetal survival.

Keywords: MIF. LPS. Implantation. Placenta. Gestation. Decidua



1 INTRODUCAO



19

A implantagdo embrionaria determina eventos biolégicos de fundamental
importancia para o desenvolvimento do embrido e para o sucesso da gestacéao,
como a intrusdo do trofoblasto no estroma endometrial para assumir posicées chave
em contato com o sangue materno e com células residentes e de defesa que
habitam o atero (AMOROSO, 1955; APLIN 2006; CROY 2003).

Um complexo didlogo molecular se estabelece entre células maternas e
trofoblasticas ao longo de toda a gestacdo. Dentre as moléculas que participam
deste processo destacam-se as citocinas, mediadores sollveis do sistema
imunolégico, com papeis distintos e relevantes na interface materno-fetal
(ENTRICAN, 2002; GOSAIN ; GAMELLI, 2005; ROBERTSON, 2007).

O fator de inibicdo de migracdo de macrofagos (MIF) € uma das citocinas que
atuam durante a gestacdo, desempenhando multiplas fungcbes bioldgicas e
atividades primordialmente pro-inflamatorias. O MIF é produzido por eosinofilos,
mastocitos, linfécitos T e B, mondcitos, macréfagos e fibroblastos em resposta a
infeccdes ou a presenca de toxinas bacterianas e estresse (BERNHAGEN et al.,
1993; CALANDRA & ROGER, 2003).

A importancia do MIF foi demonstrada em camundongos MIF deficientes
(MIF-/-); ao contrario daqueles que produzem esta citocina, estes animais
apresentam diminuicdo no grau de severidade de doencas inflamatérias e séo
incapazes de controlar uma infeccdo provocada por Salmonella typhimurium
(KOEBERNICK et al., 2002). MIF induz a producdo de citocinas inflamatorias tais
como IL-1, TNF-q, IL-6, IL-8, COX-2, PLA2, e MMPs (LEECH et al., 1999), além de
regular processos de proliferacdo e morte celular (apoptose), direta ou indiretamente
(HUDSON et al.,1999).

Esta citocina também € produzida na interface materno-fetal por diferentes
tipos celulares em diferentes periodos gestacionais (FARIA et al., 2010). Funcdes
atribuidas a presenca de MIF nestes locais incluem papeis na resposta imunoldgica
inata e na manutengcdo de um ambiente inflamatorio na interface materno-
placentaria. No entanto, pouco se sabe a respeito da modulacdo de sua expressao
nestes locais em condicfes inflamatorias.

Este estudo investiga a expressdo de MIF na interface materno-fetal em
condicdes infecto-inflamatoérias simuladas no organismo materno pela administracao
de lipolissacérideo (LPS) de Escherichia coli, durante a gestag¢do, no dia 7,5 de

gestacado, periodo imediatamente apos a implantacdo embrionaria. Os resultados
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obtidos com este estudo podem contribuir com o conhecimento das atividades da

interface materno-placentaria em condicfes de desafio a homeostase gestacional.
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Os resultados obtidos com este estudo nos permitiram concluir que a dose de

LPS selecionada de 0,1 pg/g de peso corporal:

Aumentou os niveis séricos de TNF-alfa, sugerindo uma resposta inflamatoria,
N&o aumentou os niveis de TNF-alfa na interface materno-fetal, nem as taxas
de mortalidade e valores paramétricos de fetos e placentas, sugerindo
mecanismos locais diferenciais em relacdo & inducdo de uma resposta
inflamatoria,

Em consonancia com esta possibilidade o perfil de expressao génica de MIF
na interface materno-fetal manteve-se baixo apds o estimulo inflamatdrio,
assim como a intensidade de reatividade ao MIF na interface materno-fetal
(30min — 3h),

MIF foi sempre imunolocalizado na decidua, inclusive em células endoteliais

deciduais.
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