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RESUMO

MARTUCCI, M. F. Expressao do complexo receptor CD74-CD44 para o Fator de
inibicao de migracao de macrofagos (MIF) na interface materno placentaria em
camundongos. 2011. 75 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Celular e Tecidual) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

O fator de inibicdo da migracdo de macréfagos (MIF) € uma citocina envolvida na
ativacdo da imunidade inata e regulacdo de suas respostas adaptativas
subsequentes, produzida por diversas células, incluindo o trofoblasto durante a
gestacao. Conhecer as células alvos do MIF pode revelar funcdes de populacdes
celulares especificas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar a
expressao génica e a localizacdo tecidual dos receptores do MIF na interface
materno-placentaria ao longo da gestacado. Para isto, foram utilizados sitios de
implantagédo e placentas de camundongos aos 7,5, 10,5, 13,5 e 17,5 dias de
gestacao (ddg). A expressao génica de ambos: receptor e co-receptor foi observada
na regiao materna ao longo de todo o periodo estudado. O complexo CD74-CD44 foi
imunolocalizado em células deciduais fenotipicamente caracterizadas, o que nao
havia sido previamente relatado. Células endoteliais de vasos uterinos e leucdcitos
presentes no interior destes vasos também se mostraram reativos aos anticorpos
anti-receptores. Estes resultados sugerem que estas populagdes celulares
endometriais sdo presuntivos alvos do didlogo paracrino trofoblasto-decidua. O
significado funcional destes achados, no entanto, merece investigacdes mais
detalhadas. No compartimento fetal, a expressdo de CD74 ocorreu principalmente
nos dias 7.5 e 17,5 dg e de CD44, ao longo de toda a gestacdo. Embora tenha sido
detectado RNAmM do complexo receptor/co-receptor, a imunolocalizacao destes néao
foi observada na populagcédo trofoblastica no dia 7,5 dg. Esta correlagao negativa
sugere a acao de mecanismos reguladores pds-transcricionais. Como a transducao
do sinal mediado por MIF requer seu reconhecimento pela porcao extracelular de
CD74 para a ativacao de CD44, a baixa expressao de CD74 nos dias 10,5 e 13,5 dg
sugere uma restricdo a sinalizacdo mediada por este fator. Neste contexto, estes
resultados indicam que a acao de MIF sobre a porcéao fetal da placenta é populacao-
especifica, limitada as células trofoblasticas gigantes, podendo induzir respostas
mediadas pelo complexo CD44-CD74 nas fases finais da gestagdo. Neste estudo
observou-se a expressdao de moléculas do complexo receptor CD74-CD44 na
interface materno placentaria, abrindo novas possibilidades de mecanismos
autdcrinos e paracrinos em relacdo a sinalizacdo mediada por MIF durante a
gestacéo.
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ABSTRACT

MARTUCCI, M. F. MIF receptors at maternal fetal interface in mice. 2011. 75 p.
Masters thesis (Cellular and Tecidual Biology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

The macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a cytokine involved in activation
of innate immunity and regulation of the subsequent adaptive responses, produced
by different cells, including trophoblast during gestation. Knowing MIF-target cells
may reveal specific cell population functions. Therefore, this study aimed to
determine the gene expression and tissue localization of MIF receptors CD44 and
CD74 at the maternal-placental interface during gestation. Immunolocalization and
gene expression of MIF receptors were done at implantation sites and placentas of
mice on gestation days (gd) 7.5, 10.5, 13.5 and 17.5. The gene expression of both,
receptor and co-receptor was observed in endometrial tissues throughout the studied
period. The complex CD74-CD44 was immunolocalized in phenotypically-
characterized decidual cells, which had not been previously reported. Endothelial
cells of uterine vessels and leukocytes within these vessels also were
immunoreactive to the receptor antibodies. These results suggest that these
endometrial cell populations are targets of presumptive trophoblast-decidua
paracrine dialogue; the functional significance of these findings, however, needs
further investigation. In the placental fetal compartment, the expression of CD74
occurred mainly on days 7.5 and 17.5 of gestation and CD44, throughout pregnancy.
Although mRNA of the complex receptor/co-receptor had been identified on gd7.5,
the immunolocalization of these proteins was not observed in the trophoblast cell
population. It is possible that this negative correlation result from post-transcriptional
regulation. Because the signal transduction mediated by MIF requires recognition by
the extracellular portion of CD74 for activation of CD44, low expression of CD74 on
gd10.5 and 13.5 suggests a restriction of signaling mediated by this factor. In this
context, these results indicate that the action of MIF on the fetal portion of placenta is
limited to the trophoblast giant cells and therefore, cell population-specific and, might
induce responses mediated by CD44-CD74 complex at the final stages of pregnancy.
This study showed the expression of CD74 and CD44 at the maternal placental
interface, opening new possibilities for autocrine and paracrine mechanisms by MIF-
mediated signaling during pregnancy.
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1 INTRODUCAO



A interface materno-placentaria envolve um complexo dialogo entre
moléculas regulatérias, cruciais para o sucesso da gestacao (Zenclussen et al.,
2007). Uma dessas moléculas é o Fator de Inibicado de Migracdo de
Macréfagos (MIF), uma citocina proinflamatéria identificada como um fator
soluvel nao dializavel liberado por linfécitos ativados e células imuno
competentes, capaz de inibir a migracao de células do exsudato peritoneal
(Calandra et al., 2003).

A expressao génica e protéica de MIF tem sido relatada em diferentes
orgaos e tipos celulares, o que inclui: cérebro (neurbnios do cértex e cerebelo,
hipotalamo, hipocampo, células da glia e epéndima), hipdfise, rins (tubulos
proximais, ducto coletor, glomérulo, capsula de Bowman), pulmbes
(macrofagos alveolares e células epiteliais do brénquio), figado (células de
Kuppfer e hepatécitos), baco (polpa branca e vermelha), adrenal (zonas
glomerulosa e fasciculata), pele (queratindcitos e glandulas sebaceas), células
endoteliais e fibroblastos, ovario e testiculo (Calandra et al., 2003; Aeberli et al.,
2006). Dentre as células de defesa, o MIF é encontrado em mondcitos,
macrofagos, células dendriticas, linfocitos T e B, eosindéfilos, mastocitos,
basoéfilos e neutrdfilos.

As atividades bioldgicas desempenhadas pelo MIF apontam agcbes como
inibicdo da migracdo de mononucleares in vitro, antagonismo a glicocorticéides
(Calandra et al., 1995; Calandra e Roger, 2003; Fingerle-Rowson et al., 2003),
regulacdo da expressao de receptores do tipo Toll-like 4 (TLR-4) (Roger et al.,
2001), ativacdo de macrofagos e células T (Roger et al., 2001; Calandra e
Roger, 2003) e supressao da apoptose induzida e dependente de p53 (Hudson
et al.,, 1999; Mitchell et al., 2002; Nguyen et al., 2003). Estes efeitos séo
particularmente importantes no desencadeamento de respostas inflamatérias e
atividades proliferativas, o que confere ao MIF um papel relevante como
ativador da imunidade inata, regulando respostas adaptativas subseqientes
(Hudson et al., 1999; Mitchell et al., 2002; Fingerle-Rowson et al., 2003; Leech
et al., 2003).

Em diferentes tipos celulares, mostrou-se que o MIF liga-se ao receptor
de superficie CD74 ativando uma via de sinalizacao (Leng et al., 2003; Miller et

al., 2008) intermediada pela fosforilacdo de CD44 que, por sua vez,



desencadeia a fosforilacdo e ativagdo de quinases reguladas por sinais
extracelulares — 1/2 (ERK1/2) pertencentes a cascata de quinases ativadas por
mitbgenos (MAPK) e envolvidas na expressao de ciclina D1, sintese de DNA e
inibicdo de apoptose (Liao et al., 2003; Swant et al., 2005; Shi et al., 2006).

A molécula de superficie celular CD74, no meio intracelular, regula o
dobramento e enderecamento de proteinas do complexo de
histocompatibilidade principal de classe Il (MHC Il) nas células apresentadoras
de antigenos (Beswick e Reyes, 2009). Em alguns tipos celulares é também
expresso de forma independente deste complexo, atuando como parte do
complexo receptor para o MIF (Cuthbert et al., 2009) ou como fator facilitador
de adeséo para a bactéria Helicobacter pylori (Beswick e Reyes, 2009).

A proteina CD44 faz parte de uma familia de glicoproteinas
transmembréanicas de classe |, cuja funcao principal é participar de respostas
celulares aos sinalizadores do microambiente, regulando o crescimento,
sobrevivéncia, diferenciacdo e motilidade celular (Ponta et al., 2003); em
associagdao com CD74, atua como co-receptor para o MIF (Shi et al., 2006).

Segundo Bernhagen et al. (2007), o MIF também é um ligante funcional
nao cognato para os receptores de quimiocina CXCR2 e CXCR4, controlando
através desta ligacao o recrutamento inflamatério e aterogénico de leucécitos.

Na interface materno-placentaria em humanos, o MIF produzido pelas
células trofoblasticas tem sido interpretado como uma forma de contrabalangar
a acao antiinflamatéria de IL-10 durante a implantacéo e regular a atividade das
células Natural Killer uterinas (uNK) (Arcuri et al., 1999), que, uma vez ativadas
poderiam comprometer a gestacdao (Konova, 2010). Uma possivel funcao na
resposta placentaria contra patégenos locais também tem sido sugerida (Ferro
et al., 2008).

Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostraram que em
camundongos, o MIF é produzido durante toda a gestagcado, atingindo picos
maximos nas fases em que ocorre o amadurecimento placentario entre os dias
10 e 13 da prenhez (Faria et al., 2010). Estes estudos mostraram também que
as principais células a expressar o MIF sdo as células trofoblasticas, embora
outros componentes da interface materno-placentaria também parecem

contribuir com esta produgéo.



A presenca do MIF na interface materno placentaria sugere que as
inumeras funcdes atribuidas a este fator possam assumir papéis relevantes
para a homeostase local e, consequientemente, para a propria gestacao, em
situacées de normalidade e/ou desafio por patégenos. Neste contexto, o
mapeamento de células alvo do MIF na interface materno placentaria é uma
etapa fundamental para a compreensao de suas principais fun¢des durante a

gestacéo.

7 CONCLUSOES



Os resultados obtidos neste estudo nos permitiram concluir que:

1. A expressao e localizagdo de CD74-CD44 na interface materno-placentéaria

variam de acordo com a fase gestacional e tipo celular materno ou fetal.

2. Em todos os periodos estudados houve expressdo génica do receptor/co-
receptor de Mif, na por¢cdo materna da placenta.

3. Na porcao materna da placenta, imunoreatividade para o receptor € o co-
receptor de MIF: CD74 e CD44, respectivamente, foi observada em leucécitos,
células deciduais e endoteliais em todos os periodos gestacionais estudados,

levando a conclusao de que estas células poderiam ser responsivas ao MIF.

4. Na porcao fetal da placenta, a expressdo génica de CD74 e de CD44 nao
obedeceu a padrées semelhantes. Houve expressdao de CD44 em todos os
periodos estudados, mas nao de CD74, que foi mais abundante apenas nos
dias 7,5 e 17,5 de gestacdo. A baixa expressao do receptor CD74 pode ser um
fator de limitacao da acao do MIF nestas fases da gestacao.

5. Células trofoblasticas gigantes apresentaram-se imunorreativas para CD44 e
CD74 nos dias 10,5, 13,5 e 17,5, mas nao no dia 7,5 de gestagcao. A auséncia
de imunomarcacao pode significar que estas células ndo sao responsivas ao

MIF nesta fase da gestacao.

6. A diferenca entre a expressdo génica de CD74 e CD44 no dia 7,5 de
gestacdo e a imunoreatividade para estes fatores sugere mecanismos poés-
transcricionais de regulacédo desta via de sinalizacéo.
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