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RESUMO

SAVIOLI, A. C. Participacao dos neutrofilos durante a implantacdo embrionéaria no
desenvolvimento da placenta em camundongos. 2022. 47f. Dissertagdo (Mestrado

em Farmacia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2022

A implantacdo do embrido na parede uterina é um processo complexo que consiste na
interacdo do blastocisto com as células epiteliais do Utero, e depende de diferentes tipos
celulares do microambiente uterino. Embora a literatura mostre a participacao de
neutrofilos neste processo, os dados ainda s&o incipientes para proposi¢cao da funcao
exata destas células nos periodos iniciais da gestacdo. Dados do nosso grupo de
pesquisa mostraram que neutrdéfilos pré-angiogénicos induzem a tolerancia gestacional,
e que a deplecdo de neutréfilos durante as fases iniciais da gestacdo prejudica a
implantac&o do blastocisto e a progressao da gestacdo. Com base nestes resultados, o
presente estudo visou investigar se a deplecédo de neutrdéfilos na fase pré-receptiva da
janela de implantacdo do blastocisto altera a morfologia placentaria. Para tanto, foi
utilizado o modelo de gestacdo alogénica, onde camundongos fémeas C57BL/6, apds
cruzamento com machos Balb/C foram tratadas com anticorpo anti-Ly6G ou isotipo no
dia 1,5 da gestacao (24 horas apés a deteccdo do plug vaginal) em dose suficiente para
manter a deplecédo de neutrofilos circulantes por 48 horas (200ug/ 500uL; i.p). No final
da gestacéo (dia 18,5), o sangue periférico foi coletado e, em seguida, os animais foram
submetidos a laparotomia para retirada da placenta, a qual foi submetida a analise
histolégica. As analises dos leucocitos circulantes evidenciaram a efetividade do
tratamento para deplecdo de neutrofilos periféricos. A analise histologica mostrou
alteracdes significativas na morfologia da placenta nos animais tratados com anti-Ly6G.
Foram detectadas a reducdo da zona juncional, de células trofoblasticas e de fatores
angiogénicos, como fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), e das moléculas
de adesdo intracelular-1 (ICAM-1) e de plaqueta e endotélio (PECAM-1). Esses dados
evidenciam a importancia dos neutréfilos nos primeiros dias de gestacdo para o
desenvolvimento da placenta.

Palavras-chave: reproducao, trofoblasto, tolerancia materna, placenta

ABSTRACT



SAVIOLI, A. C. Participation of neutrophils during embryonic implantation in the
placental development in mice. 2022. 47f. Dissertacado (Mestrado em Farmacia) —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2022

Blastocyst implantation is a complex process, consisting of the interaction between
blastocyst and uterine epithelial cells. Also, it is well known that the implantation site
resembles an inflammatory response, with a profusion of recruited immune cells into the
endometrial stroma and lumen from the blood. The role of macrophages, natural killers,
and dendritic cells have been extensively studied, however, the participation of
neutrophils in this process remains unclear. Data from our research group showed that
pro-angiogenic neutrophils induced gestation tolerance, also peripheral neutrophils
depletion at the time of active placental development led to smaller embryo sizes and
abnormal placentation in mice. In this context, the present study aimed to investigate
whether pharmacological depletion of neutrophils in mice in the blastocyst implantation
phase alters placental morphology. Therefore, C7/BL/6 female mice, after mating with
Balb/C males, were treated with an anti-Ly6G antibody or isotype on day 1 of gestation
(after detection of the vaginal plug) at a dose sufficient to maintain the depletion of
circulating neutrophils for 48 hours (200 pg/500pL; i.p). At the end of the gestational day
(day 18), peripheral blood was collected, and then the animals were submitted to
laparotomy for the placenta removal and subsequent histological analysis. The analysis
of circulating leukocytes from neutrophils depleted mice showed a reduction of peripheral
neutrophils up to 48 hours after antibody injection. The histological analysis showed
significant alterations in the placenta morphology of the animals treated with anti-Ly6G.
The morphometric analyses showed a reduction in the size of neutrophils depleted
placenta due to diminished junctional zone and reduction of trophoblast cells. Also, it was
observed a reduction of vascular endothelial growth factors (VEGF), reduction of
adhesion molecules intracell-1 (ICAM-1), and platelets and endothelium (PECAM-1)
positive cells in the junctional zone. In conclusion, these data show the importance of
neutrophils on the first days of pregnancy for the development of the placenta.

Keywords: reproduction, trophoblast, maternal tolerance, placenta
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l.Introducéo

1.1 Receptividade Uterina e Implantagéo do Blastocisto

A implantacdo do embrido ao Utero € um processo complexo e depende de uma
interacdo reciproca entre o epitélio uterino e o blastocisto, o qual € composto de uma
massa interior de células e de uma camada de revestimento denominada de
trofectoderma e que dara origem a placenta que sustentara o desenvolvimento do
embrido.

A interacdo do blastocisto com as células epiteliais uterinas ocorre
viaglicoproteinas de adesdo expressas pelo epitélio uterino e pelo trofectoderma,
induzidas por diferentes agentes quimicos tais como citocinas, prostaglandinas, fatores
de crescimentos, hormbnios, entre outros (Sharkey & Macklon, 2013). No entanto, para
que ocorra a adesédo do blastocisto e a sua penetracao na parede uterina € fundamental
gue o endométrio seja receptivo.

Em camundongos a fase de pré-receptividade, ocorre entre compreende o dia 1 e
3 de gestacdo. No 4° dia de gestacdo, ocorre a fase de receptividade endometrial
induzida pelo aumento dos niveis de progesterona circulante que se segue por um pico
de secrecao de estrogeno. A partir do 5° dia, 0 endométrio encontra-se na fase refrataria,
ou seja, ele ndo estd mais receptivo ao embrido (Figura 1). A sincronia entre o
desenvolvimento do blastocisto e 0 endométrio sdo essenciais para a implantacéo e o
desenvolvimento prenhez. Alteracdes neste sincronismo podem comprometer 0 sucesso
da gestacdo (Cha, Sun & Dey, 2012; Matsumoto, 2017; Wang & Dey, 2006).

/E\
1 2 3 2 5 B 7

Pré-receptivo Receptivo Refratorio

Figura 1: Representagéo da receptividade uterina murina sob influéncia dos horménios progesterona (P4)
e estrogénio (E). Adaptada de Matsumoto. 2017.



A implantacdo embrionaria € um processo multi-mediado que compreende as
etapas de aposicdo, adesao e invasao do epitélio uterino pelas células trofoblasticas do
durante a fase receptiva. Na aposicéo, células do trofoectoderma se aproximam ao
epitélio uterino luminal. Nessa etapa, ocorre a diferenciacdo das células estromais das
células epiteliais glandulares e luminais, que sofrem transformacédo secretdria. No
estroma ha aumento da permeabilidade vascular e aumento do fluxo sanguineo (Weimar
et al.,, 2013; Norwitz et al., 2001). Um grande repertério de fatores de sinalizacao
secretados pelo blastocisto e pelo endométrio nesta fase, como pro exemplo, o fator de
inibicdo da leucemia (LIF), citocina pertencente a familia das interleucinas (IL-6) capaz
de inibir a diferenciacdo das células-tronco embrionarias de camundongo; o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), que induz proliferacdo de células estromais; e
o fator de crescimento ligado a heparina (HB-EGF), que induz angiogénese (Davidson &
Coward, 2016; Hantak et al., 2014).

Esta etapa é seguida pela adeséo, onde a interacdo do blastocisto ao epitélio
uterino se torna suficientemente forte para impedir o seu deslocamento pelos fluidos
uterinos no lumen. Nesta fase, ha expressao de moléculas de adesao como as claudinas
1, 4 e 5, L-selectina e E-caderina; além da formacao dos pinopodios (Kim & Kim, 2017;
Davidson & Coward, 2016; Bourgain & Devroery, 2007). A integrina av3 € uma molécula
fundamental neste processo, jA que na sua auséncia pode causar prejuizos no processo
de angiogénese e impossibilitar a implantacdo do embrido ao endométrio (Davidson &
Coward, 2016; Norwitz et al., 2001).

A penetracdo do blastocisto envolve a invasédo do epitélio pelo trofoectoderma,
seguida pela diferenciacdo de células do estroma em células deciduais, conhecida como
decidualizacédo, e posterior perda do epitélio luminal (Schlafke & Enders, 1975; Dey et
al., 2004). A invasao trofoblastica € regulada por inibidores secretados pelas células
deciduais, como o inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1), inibidor de uPA e os
inibidores de MMPs que s&o regulados positivamente pelo fator de crescimento
transformante (TGF)-B o qual é secretado pelo blastocisto. O TGF- também exerce
influéncia na expressdao de sinais anti-proliferativos para diferenciacdo dos
sinciciotrofoblastos, com expressdo de caracteristicas nado invasivas na interface
materno-fetal (Kim & Kim, 2017; Soares et al., 2018).

A angiogénese endometrial ocorre durante a implantacdo embrionaria, sendo

caracterizada pela remodelacdo das arteriolas em uma rede vascular de baixa



resisténcia. A regulacdo ocorre atraves dos fatores de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e do fator de crescimento placentario (PLGF). Esses fatores estdo presentes
durante toda a fase de implantacdo, promovendo a proliferacdo de células endoteliais,
migracao celular, apoptose e aumento da permeabilidade vascular. A isoforma A do
VEGF encontra-se presente no epitélio uterino, nas células estromais e trofoblasticas. Ja
0 PLGF é secretado pelas células NK (Natural-Killer) apds a invasao do blastocisto. O
mecanismo de acdo ocorre pela interacdo do PLGF com o receptor tirosina quinase
(FIt1), promovendo o deslocamento do VEGF para o receptor VEGFR-2, que resulta em
aumento da angiogénese (Karizbodagh et al., 2017; Nejabati et al., 2017; Chen et al.,
2017).

Associados, os dados descritos acima mostram que a implantagdo do blastocisto
€ um processo complexo, multi-mediado pela secrecdo de diferentes mediadores
guimicos secretados por células do microambiente uterino e pelo blastocisto, que agem
para aumentar a adesao entre a parede uterina e o blastocisto bem como a modular a

angiogénese, a qual é essencial para o desenvolvimento do embrido.

1.2 Placenta: Morfologia e atividade metabdlica

1.2.1 Caracteristicas e Funcéo

A placenta € um orgao primordial para formacdo do feto ao longo da vida
embrionaria. Em camundongos, ela é formada por 3 regifes: decidua materna, zona
juncional, e labirinto (Figura 2) (Cross et al., 2002; Hemeberg et al.,2018, 2020).
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Figura 2: Representacdo Esquematica da Placenta Madura Murina. A placenta € composta de decidua;
células trofoblasticas gigantes (TGCs), células espongiotrofoblasticas (SpT) e células de glicogénio (GCs)
pertencentes a zona juncional; células do sinciciotrofoblasto (STB) pertencentes ao labirinto e placa
coridnica. Adaptacdo de Hemberg et al. 2020.

Decidua

A decidua materna é formada pelo processo de decidualizacdo das células
estromais em deciduais, caracterizadas como células epiteliais justapostas, volumosas,
poliédricas e produtoras de hormdnios. Essa camada também desempenha funcdes
imunoldgicas e interage diretamente com as células trofoblasticas formando a interface
materno-fetal, sendo regulada pelos niveis de estrégeno e progesterona. (Cross et al.,
2002; Hemeberg et al.,2018, 2020).

Zona Juncional

A zona juncional é caracterizada por células trofoblasticas gigantes (TGCs),
células de glicogénio (GCS) e espongiotrofoblastos (SpT). As TGCs séo células
poploides, de grandes dimensdes e sdo subdivididas em 4 subtipos: TGC parietais, cujas
células interagem com sistema imune materno e células deciduais, facilitando a invasao
da camada trofoblastica, bem como a decidualizacdo do endométrio; TGC-artérias
espiraladas e TGC-canais de sangue materno, responsaveis pelo remodelamento
vascular arterial materno; e TGC-sinusoidal, responsavel pela modulacdo hormonal e de

fatores de crescimento (Figura 3). As fun¢des dos TGCs sdo: mediar a adesao do



blastocisto ao utero, invaséo trofoblastica, remodelamento vascular com secrecdo de
fatores angiogénicos e remodelamento tecidual. Estas células também participam dos
mecanismo de tolerancia imunologica, produzindo citocinas importantes como
interferon-gama (IFN-y), também liberada pelas células NK (Simmons & Cross, 2005;
Cross et al., 2010).

E12.5

SpA-TGC / Artéria espiral

Umb - Espacos Sinusoidais Sanguineos

Figura 3: Células Trofoblésticas e a interagdo materno-fetal no 12.5 dia de gestacéo murina. Dec- decidua;
SpA-TGC- artéria espiralada associada as células trofoblasticas gigantes; P-TGC- células trofoblasticas
gigantes parietais; Spt- espongiotrofoblasticas; C-TGC- canal de células trofoblasticas gigantes; S-TGC-
células trofoblasticas gigantes sinusoidais; Lab- labirinto; umb cord- corddo umbilical. Adaptado de Cross
et al. 2010.

As células de glicogénio séao células derivadas das células espongiotroblasticas a
partir do dia 12.5, e possuem fendtipo migratério, o que possibilita sua migragéo para a
decidua materna ao redor das artérias espiraladas maternas, longe da area de invaséo
trofoblastica (Tunster et al., 2020). Estas células armazenam glicogénio, sendo esta
substéancia essencial para energia de manutencao celular. Por fim, as Spt, derivadas do
cone ectoplacental, em conjunto com as TGCs, tem func&o pouco conhecida. Sugere-se
que estas células atuem como um suporte estrutural para a formacao do labirinto e
possuem atividade endocrina (Simmons & Cross, 2005, Soares et al., 2018).

Tanto as TGCs quanto as Spts sdo capazes de secretar matriz extracelular,
proteinas, moléculas de adeséo, citocinas, como fatores angiogénicos (VEGF e PLGF),
fatores de remodelamento tecidual (MMP9) e horménios, como glicoproteinas

semelhantes a prolactina, regulando a hematopoiese (Cross et al., 2002, 2010).



Labirinto

O labirinto consiste na regido de maior &rea da placenta. Nele sdo encontrados os
vasos fetais e canais sinusoidais maternos, formando uma rede vascular e permitindo a
troca de nutrientes entre mae e feto. Esses vasos estao envoltos por duas camadas de
sinciotrofoblasto (STB), a qual atua como barreira entre 0 sangue fetal e o sangue
materno. (Cross et al., 2002; Hemeberg et al.,2018, 2020).

A principal fung&o da placenta consiste em realizar trocas metabdlicas e gasosas
entre 0 organismo materno e fetal (Griffiths & Campbell, 2015; Lewis & Cleal, 2016).
Outra func@o relevante esta relacionada a tolerancia imunoldgica, as quais envolvem
neutrofilos, células NK, células T efetores (Tef), células T regulatérias (Treg) e
macrofagos. As células da resposta imune inata possuem a finalidade de proteger tanto
o feto quanto a mae de infecgdes, como por exemplo infeccédo do parasita Toxoplasma
gondii, capaz de alterar as células de defesa maternas, e atuam em conjunto com a
barreira de sinciotrofoblasto (Ander et al., 2019; Tunster et al., 2020). Embora os
componentes da resposta adaptativa desempenham um papel crucial na manutencéo da
tolerancia materno-fetal, componentes do sistema inato também tém sido propostos
como importantes reguladores destes eventos tolerogénicos (Nadkarni et al., 2016,
2021).

1.2.2 Formacéo da placenta

Em camundongos, o desenvolvimento placentario € um processo complexo e tem

inicio com a adeséo do blastocisto no endométrio e sua decidualizacdo. Nesse periodo,
0 Utero encontra-se receptivo para adesao do blastocisto, um evento mediado pela acéo
de estrogénios e progesterona, também envolvidos na proliferagéo e diferenciacdo das
células estromais, células justapostas e volumosas (Cross et al., 2002)
No periodo de implantacdo, ocorre a diferenciagdo da camada trofectodérmica, que
envolve a massa celular interna. Esta camada externa do blastocisto, prolifera e se
diferencia em ectoderma extra-embrionario e cone ectoplacental, cujas as células
periféricas também se diferenciam em TGCs.(Cross et al., 2002).

No dia 8,5 de gestacado ocorre a fusédo corioalantoide regulada pela secre¢éo de

TGF-B. Essa etapa é essencial para maturagao da placenta, visto que ela permite o a
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diferenciacdo vascular, ao redor da qual as células trofoblasticas formam uma rede
anastomosa denominada de labirinto placentario. O labirinto € composto internamente
por células do STB, as quais funcionam como barreira placentaria primaria, permitindo a
troca de nutrientes essenciais e o bloqueio de substancia téxicas ao feto (Lweis & Cleal,
2016). Revestem estas camadas sinciais, TGC-sinusoidais.(Figura 4) (Cross et al., 2002;

Hemberger et al.; 2018, 2020; Isaac et al.; 2014).
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Figura 4: Desenvolvimento da placenta em camundongos. E3.5; 6.0; 7.5; 12.5 dias apés a visualizacdo do
plug vaginal. Adaptacdo de Cross et al. 2001.

Para que ocorra uma invasao trofoblastica bem-sucedida, € necessaria a
expressdo de moléculas de adeséo (cell adhesion molecules; CAM) pelo trofoblasto,
estas moléculas estédo envolvidas na adesao do blastocisto ao epitélio uterino durante as
fases iniciais da implantag&o, assim como na fase de invasdo endometrial. As moléculas
de adesao sao geralmente divididas em quatro grupos: integrinas, selectinas, caderinas
e membros da superfamilia de imunoglobulinas (IgSF). As CAMs se diferenciam pela
forma de atuacgdo, as integrinas normalmente se ligam a matriz extracelular, ja as
selectinas, caderinas e membros de IgSF atuam através da adesao célula-célula.
(Harjunpaa et al., 2019).

Ainda, algumas IgSF, como as moléculas de adesao intercelular (ICAMs), as quais
sdo expressas em fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais e leucocitos. A
regulacdo positiva de ICAM-1 tem sido associada a varias doencas inflamatérias,
autoimunes e alérgicas devido a media¢ao da transi¢cado de leucécitos ao local inflamado.
(Harjunpaa et al., 2019). Um outro tipo de IgSF, sdo as PECAM-1, molécula de adeséo

celular endotelial-1, também encontradas em células trofoblasticas e do sistema imune,
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sendo relacionada com a migracdo de leucdcitos e angiogénese (zhi et al., 2019;
Goldman-Wohl &Yagel, 2002).

Em camundongos, o processo de maturagao da placenta ocorre em duas fases:
a primeira fase acontece entre os dias 8.5 e 10.5, e a segunda ocorre entre os dias 10.5
e 14.5. Como j& descrito, a primeira fase é caracterizada pela formacado das seguintes
estruturas: labirinto; zona juncional e decidua materna. No entanto, a placenta continua
sua expansdo ao longo do desenvolvimento do feto, chamada de segunda fase, para
uma completa maturacdo através de secrecdo de mediadores quimicos, como VEGF,
PLGF, fator de crescimento de fibroblasto basico (b-FGF), e membros das familias TGFf3
e proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) (Andes et al., 2019; Hemberger et al.; 2018,
2020; Barut et al., 2010).

Placenta com defeitos na remodelacdo tecidual, vascular ou na angiogénese
apresentam reducao do niumero de espacos sanguineos fetais e/ou maternos, o que esta
diretamente relacionada ao desenvolvimento de restricdo de crescimento intrauterino e
a pré-eclampsia (Kim & Kim, 2017; Hemberger et al.; 2018, 2020; Barut et al., 2010).

1.3 Sistema imune na implantacdo do blastocisto e na formacado da placenta

A implantacdo € considerada um processo inflamatdrio necessario para adesao do
blastocisto e desenvolvimento embrionario. Para que ela seja bem-sucedida, devera
ocorrer uma interacdo entre o sistema imune, com o auxilio dos leucdcitos (células NK,
células dendriticas, neutréfilos e células T) (Ander et al., 2019). Essa interacéo
trofoblasto-sistema imune leva a um estado tolerogénico que permite o desenvolvimento
gestacional. Ela ocorre tanto na decidua materna quanto na regido do labirinto, entre
vasos fetais e maternos.

No periodo de receptividade uterina inicia-se um processo inflamatério,
caracterizado pela ativacdo dos leucécitos maternos recrutados tanto pelas células
deciduais quanto pelas células trofoblasticas. Dentre os leucdcitos, destacam-se as
células NK deciduais, as quais auxiliam na implantagc&o do blastocisto, no remodelamento
das artérias espiraladas e na invasdo trofoblastica, além da liberacdo de fatores
angiogénicos e fatores de crescimento. Macrofagos deciduais também desempenham
um papel importante no microambiente uterino, sendo as primeiras células de
reconhecimento de antigeno a chegarem no local, que também auxiliam na invaséo

trofoblasticas pela producdo de VEGF e MMP9 e na protecdo do feto contra infec¢des
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microbianas pela expresséo dos receptores scavengers CD163, CD206 e CD209 (Ander
et al., 2019).

Outras células importantes sdo os neutroéfilos, envolvidos no recrutamento das
células T. Em humanos, altas concentracfes de neutroéfilos, em especial os que liberam
NETs (neutrophil extracellular traps), estdo associados a gravidez pré-eclampsia,
diminuicdo da invaséo trofoblastica e desenvolvimento defeituoso da placenta Os
neutréfilos deciduais atuam na remodelacédo tecidual e vascularizagdo placentéria
através da secrecao de citocinas como MMP9 e EROS (Espécies Reativas de oxigénio),
auxiliando a implantacdo do embrido. Ademais, eles adquirem um fendtipo
proangiogénico, produzindo VEGF-A, ARG-1 e CCL2 e induzindo a formacao de redes
vasculares (Nadkarni et al., 2021)

Um outro tipo celular encontrado sdo as células Treg especificas ao feto,
responsaveis pela tolerédncia aos antigenos fetais, auxiliando na manutencdo da
homeostasia propicia a sobrevivéncia fetal. A diminuicdo destas células esta relacionada
a diminuicdo de reabsorcgéo fetal e ao insucesso da gestacdo (Huang et al., 2020). A
origem dessas células Treg especificas do feto podem estar ligadas a exposicdo de
antigenos maternos ndo herdados (NIMAs), visto que as gestacfes sao mais
bemsucedidas quando provém de cruzamentos alogénicos (Ander et al., 2019).

Apbs o periodo de implantagdo, ocorre a transigcdo de uma resposta proinflamatoéria para
uma toler&ncia imune anti-inflamatdria. H4 uma mudanca do perfil das células T helper 1
(Thl) para T helper 2 (Th2) e, consequentemente, o aumento de células Tregs, as quais
atuam como imunossupressoras, suprindo a ativacdo de células T efetoras por
mecanismos de contato celular ou pela secrecdo de citocinas e, consequentemente,
protegendo o feto de uma rejeicdo imunolégica materna. Alteracdes nas populagdes de
células T estdo associadas a complicacdes na gravidez, apesar dos mecanismos de
sinalizac&o entre as células imunes e ndo imunes e alteracdes de fendtipos ndo serem
totalmente conhecidos (Huang et al., 2020; Nadkarni et al., 2021).

O final da gestacdo € caracterizado por ser uma resposta pro-inflamatéria
caracterizada pela diminuicdo das células Tregs e aumento das células T (TCD4 e T
helper 17), macréfagos, NK e neutrdfilos. O perfil de células pré-inflamatérias no periodo
final da gestacéo é fundamental para a expulséo do feto no momento do parto (Huang et
al.,2020; Ander et al., 2019; Lopes et al., 2014).
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1.3.1. Neutréfilos

Os neutrofilos séo fagocitos polimorfonucleares, fundamentais na resposta imune
inata. S&o produzidos e maturados na medula éssea e entre 5 x 101° e 10 x 10%°
neutrdfilos sao liberados para a circulagdo sanguinea diariamente, onde possuem meia
vida de até 24 horas. Sao as primeiras células a chegarem no foco da leséo inflamatéria,
eliminando agentes estranhos e/ou microrganismos pela fagocitose, pinocitose, geragéo
de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, além de recrutarem outras células de
defesa através da secrecdo de mediadores quimiotaticos (Crocker et al., 2000; Repka et
al., 2019; Greer et al., 2004).

Assim como os classicos macréfagos M1 e M2, diferentes fenétipos de neutréfilos
foram identificados no ambiente tumoral e em microambientes de doencas de origens
inflamatérias e cardiovasculares, como derrames (Piccardi et al., 2011). Os subtipos de
neutroéfilos foram designados como N1 (anti-tumoral ou pro-inflamatorio) e N2 (prétumoral
ou anti-inflammatdério). Os neutrofilos N1 sdo caracterizados pelo aumento da secrecao
de TNF-a e de citocinas, como interleucina-12 (IL-12), ligante 3 de quimiocina (CCL3),
expressao de Fas e da ICAM-1, além de induzir ativagéo dos linfécitos T/CD8. Por outro
lado, estes também apresentam diminuicdo da expressdo de arginase, ligantes de
quimiocina 2 e 5 (CCL2 e CCL5), do VEGF, do receptor da quimiocina CXC4 (CXCR4) e
de MMP-9. Portanto, neutréfilos com fendtipo N1 promovem citotoxicidade, rejeicao
tumoral e memoaria imune (Sino et al., 2014). Ja o fendtipo N2 é induzido pelo TFG-j3,
blogueia a polarizagdo para o fendtipo N1 e induz a expressdo de VEGF, CXCR4,
ligantes de quimiocina 2, 3, 12 e 17 (CCL2, CCL3, CCL12, CCL17), B/IMMP-9,
FOXO1(forkhead box protein O 1) e anexina A1 (AnxA1l) (Fridlender et al, 2009; Nadkarni
et al.,, 2016; Garcia-Culebras et al.,, 2019). Assim, os neutréfilos com fenotipo N2
promovem crescimento do tumor, angiogénese, invasdo tumoral, metastase,
imunossupressao.

Embora a literatura sobre a participacdo dos neutréfilos nas diferentes fases da
gestacdo ainda esteja em crescimento, dados mostram que, em especial no segundo
trimestre da gestacdo humana, os neutréfilos desempenham um papel importante na
regulacdo do microambiente uterino, favorecendo um ambiente inflamatério para que
ocorra a expulsdo do feto no momento do parto (Zenclussen & Hammerling, 2015). E
importante ressaltar que os estudos diferem quanto ao papel destas células no processo

de implantacéo do blastocisto e na formagéo da placenta. Enquanto muitos trabalhos
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demonstram uma crucial participagcdo dos macrofagos e células dendriticas para o
processo (Zenclussen & Hammerling, 2015), a evidéncia mais forte sobre a participacao
dos neutrdfilos estad pautada na importancia do mesmo para a inducdo da angiogénese
e a liberacdo MMP-9, a qual esta envolvida na invaséo do trofoblasto e na decidualizacéo
materna (Daimon & Wada, 2005).

Os neutrdéfilos sdo responsaveis pela secrecdo de mediadores quimicos, como
VEGF-A, TGF-B, prostaglandina e MMP e pela expressdo de ICAM-1, promovendo a
angiogénese através de contato célula-célula ou por efeito indireto pelos mediadores
quimicos citados. O VEGF-A € liberado pela degradacdo de componentes de matriz pela
proteina efetora MMP9, secretada por neutréfilos. A maior expressdo de VEGF esta
diretamente associada ao aumento da vascularizacao tecidual (Herath et al, 2016). Além
disso, em decorréncia da sua plasticidade e capacidade de se moldar ao microambiente,
neutréfilos também podem ser diferenciados em N2 pela presenca do hormoénio
estrogeno, encontrado em altas concentracdes durante a gravidez. Neste estudo, os
neutréfilos com fenotipo N2, foram responséveis pela secre¢do de proteinas, como a
FOXO1. Essa proteina € um fator de transcricdo importante e promove a expressao de
FoxP3 em células T, o que ocasiona ativacdo das células pro-angiogénicas Treg. A
auséncia de neutroéfilos levou a tamanhos menores de embrides e uma placentacao
anormal em camundongos, indicando uma participacéo essencial dos neutréfilos ndo sé
para a maturacao da placenta, como também para o desenvolvimento vascular do feto.
Ainda, esse fendtipo favorece um ambiente pré-angiogénico pela liberacéo de citocinas,
como interleucinas IL-10 e IL-17, responsaveis pelo desenvolvimento de vasos
sanguineos fetais e pela invaséo do trofoblasto no endométrio materno, respectivamente.
Um fator adicional relacionado a angiogénese € a liberacdo do VEGF, principalmente
pelos neutréfilos N2 (Nadkarni et al., 2016).

Embora os dados ainda sejam escassos, € possivel inferir que neutréfilos sejam
necessarios para desenvolvimento da placenta, os quais parecem ser essenciais para
gue ocorra uma invasao trofoblastica coordenada e uma adequada remodelacdo das
artérias espirais maternas. Esta hipétese tem sido recentemente investigada, e dados
bem recentes mostram que as células trofoblasticas secretam mediadores que induzem
a polarizacao de neutrofilos para o fenétipo pré-angiogénico (Calo et al., 2020).

Resultados recentes do nosso laboratorio mostram que a deplecao neutrofilica no

periodo de pré-implantacdo embrionaria reduziu a taxa de sucesso na gestacao, e que
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fetos que alcancaram o final de gestacado apresentaram alteragcdes na sua formacgao
(Hebeda et al., em redacdo). Associados, os dados apresentados sugerem que 0S
neutréfilos podem ser atores importantes na implantacdo do blastocisto e na formacao

da placenta.

2. Objetivo

Investigar se a deplecdo farmacolégica de neutrofilos no inicio da fase de

implantacéo do blastocisto interfere no desenvolvimento da placenta em camundongos.

3. Materiais e Métodos

3.1 Tratamento dos animais com anticorpo anti-Ly6G

Camundongos C57/BL/6 fémeas adultas (2 meses, 20 g) foram cruzadas com
machos Balb C adultos (2 meses, 20 g) ambos provenientes do Biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas/lUSP. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno,
em salas com temperatura controlada (22 - +25°C), u midade constante (60%) e ciclos
controlados (claro/escuro 12 horas cada), tendo racédo e agua ad libitum.

A deteccdo do plug vaginal foi considerada no dia 0.5 da gestagédo. As fémeas
prenhas foram tratadas com anticorpo monoclonal anti-Ly6G (200 0g/500 pL; i.p.; clone
RB6-8C5; e-Bioscience/lnvitrogen, Waltham, Massachusetts, EUA), ver acdo do
anticorpo ou anticorpo de controle - isotipo correspondente (200 ug/500 uL; clone
eB149/10H5; Rt IgG2b k; e- Bioscience/Invitrogen) no dia 1 da gestacao (Figura 5). O
projeto foi aprovado pela comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas/USP (CEUA/protocolo nimero 557).
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Figura 5: Delineamento Experimental

3.2. Coleta do sangue periférico e anélise dos leucocitos circulantes

Para certificagdo da deplecdo dos neutrofilos, no dia 03, os animais foram
anestesiados com xilazina e Ketamina (7 mg / kg e 77 mg / kg, respectivamente; i.p;
Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil) e submetidos & punc¢éo da aorta para coleta do sangue
periférico com uso de anticoagulante (EDTA 0,1 mM). Apds a coleta o sangue total foi
lisado com cloreto de amdnio 0,1 M para obtencdo dos leucdcitos totais. A caracterizagao
das células circulantes foi realizada através da marcagdo com anticorpos anti-CD3
(linfécitos T), F4/80 (mondcitos) e Ly6G (neutréfilos) (1:50; BD-bioscence, EUA) e
analisados por citometria de fluxo (BD- Accuri-C6, EUA), onde 10 mil eventos foram
recordados para andlise (Programa Flow Jo). Os dados foram expressos em

porcentagem de células positivas. (n=3)
3.3 Coleta de amostras de placentas
As fémeas prenhes foram anestesiadas com xilazina e Ketamina (7 mg / kg e 77

mg / kg, respectivamente; i.p; Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil) e submetidas a laparatomia

no dia 18 da gestacdo para coleta das placentas as quais foram submetidas a analise
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morfolégica. Os tecidos foram lavados com tampéao fosfato alcalino (PBS) por duas vezes
e fixados em formol 10% (Sigma-Aldrich, CA, EUA) e paraformaldeido 4% (SigmaAldrich,
CA, EUA) em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4 por 24 horas para as técnicas de
caracterizacao do tecido placentario. Apés a fixacao, os tecidos foram lavados em agua
corrente por 10 minutos para retirar o excesso dos fixadores. Os tecidos foram entéao
incluidos em parafina liqguida a 60°C (Histosec- Mer ck Chemicals, Alemanha) por 16
horas. Apos a solidificacdo da parafina, os blocos contendo os tecidos placentarios foram
cortados em micrétomo automatico Leica RM2165 e RM 2245 (Leica, Alemanha) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo e da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo, respectivamente, produzindo cortes

sequenciais de aproximadamente 5 uym. Os cortes foram cuidadosamente assentados
em laminas histoldgicas e deixados em estufa a 60°C por 1 hora para melhor adesédo a

lamina.

3.4 Caracterizacao do tecido placentario

3.4.1 Desparafinizagéo

A desparafinizacao foi realizada por imersées do tecido em Xilol (I e Il; Synth, Sado
Paulo, SP, Brasil) por 20 min cada e seguida de hidratacédo, realizada com a seguinte
sequéncia: etanol absoluto (I, Il e Il; Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil), etanol 90% e 70% por
1 min cada e, por fim, agua destilada por 5 min. Os reagentes empregados foram obtidos
do laboratério de Imunotoxicologia e de inflamacdo da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de S&ao Paulo (USP), Sédo Paulo, SP.

3.4.2 Coloracao hematoxilina-eosina (H&E)

Primeiramente, foram adicionadas 1 ou duas gotas de solu¢céo de Hematoxilina de
Harris (EsayPath, Sdo Paulo, SP, Brasil) sobre o corte e ficou agindo por 2 min. O
excesso de corante foi removido por lavagem com agua. Em seguida, foi adicionado 1
gota de diferenciador (solu¢do ETOH 70% + HCL1% na proporc¢édo 1:1) sobre o corte por

1 segundo. As laminas foram imersas em cuba de vidro em etanol 90% (Synth, Séao
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Paulo, SP, Brasil) por 1 min. O excesso de etanol foi removido por &gua corrente. Depois,
foram adicionadas 1 ou 2 gotas de solucdo de eosina amarelada 1% (WCor Corantes,
Sé&o Paulo, SP, Brasil) sobre o corte, a qual ficou agindo por 3 min. As laminas foram
lavadas em agua corrente para remocdo do excesso de corante. Os reagentes
empregados foram obtidos do laboratério de Imunotoxicologia e de inflamacdo da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Paulo,
SP.

3.4.3 Coloragéo PAS (Acido Periédico de Schiff)

Primeiramente, foram adicionados sobre o corte de tecido 10 gotas do reagente A ou o
suficiente para cobrir o corte. Depois, foi feita a etapa de lavagem em agua corrente por
3 min, seguida de lavagem em &agua destilada. Apds, foi adicionado sobre o corte de
tecido 10 gotas do reagente B ou o suficiente para cobrir o corte, e foi esperado 15 min
em camara escura. Em seguida, foi feita a etapa de lavagem em agua corrente por 3 min.
Em seguida, foram adicionadas 10 gotas do reagente C ou o suficiente para cobrir o corte
de tecido e deixado agir por 3 min. Em seguida, foi feita a etapa de lavagem em agua
corrente por 3 min e colocado para secar em temperatura ambiente. Os reagentes
utilizados foram: A- acido periédico; B- reagente de Schiff, C- Hematoxilina de Harris
conforme o kit (EasyPath Diagnodstics Histokit PAS #-11-20014). Os reagentes
empregados foram obtidos do laboratério de Histologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), Séo Paulo, SP.

3.4.4 Imunohistoquimica

Para analise imunohistoquimica da placenta foram utilizados os marcadores
VEGF, PECAM -CD31 e ICAM como anticorpos primarios e anti-rabbit e anti-goat como

secundarios (Tabela 1).

Anticorpo Cddigo Marca Pais Diluigao
VEGF MAS532038 Invitrogen EUA 1:200
PECAM-1 sc1506 Santa Cruz EUA 1:25
ICAM-1 sc1511 Santa Cruz EUA 1:25




19

Anti-rabbit NA9340 Abcam EUA 1:250

Anti-goat HAF109 R&D Systems | EUA 1:100

Tabela 1: Anticorpos utilizados para analise Imunohistoquimica.

Primeiramente, foi realizado o resgate antigénico, etapa em que as laminas ficam
sobre solucao de Citrato 0,01M pH6, por 20 min a 96°C. Apds o resfriamento, as laminas
foram lavadas com TBS_Tween 20 (Solugdo Salina Tamponada Tris; 0,025%; Synth,
Séo Paulo, SP, Brasil) por 5 min. Em seguida, foi realizado a permeabilizacdo do tecido
com solucédo de Triton X 0,01% (Sigma Aldrich, CA, USA) por 10 min e uma etapa de
lavagem das laminas em solucdo TBS_Tween 20 (0,025%) por 3 vezes de 2 min. cada.
Apos, foi realizado a etapa de bloqueio de peroxidades, etapa em que € adicionado
solucéo 3% de Peroxido de Hidrogénio (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil) por 10 min. Essa
etapa foi repetida 3 vezes e seguida de etapa de lavagem em solu¢cdo TBS_Tween 20
(0,025%) por 3 vezes de 2 min. cada. Em seguida, foi realizada o bloqueio de sitios
inespecificos pela incubacdo das laminas em solucdo TBS_Tween 20 (0,025%)
acrescido de 1%BSA (Bovine Serium Albumin, Sigma Aldrich, CA, USA) por 30 min em
temperatura ambiente. Posteriormente, foi feita a incubacao do anticorpo primario VEGF
1:200, PECAM-CD31 1:25 e ICAM 1:25 preparados em solucdo TBS_Tween 20

(0,025%) acrescido de 1%BSA e mantidos a 4°C, overnight. Apds, foi feita a incubacgado

com anticorpo secundario anti-rabbit 1:250 e anti-goat 1:100 em solucdo com
TBS_Tween 20 (0,025%) acrescido de 1%BSA, por 1h em temperatura ambiente.

Posteriormente, foi feita a etapa de revelacéo, na qual foi adicionado solu¢cao de DAB
(DAKO, CA, EUA) por 1 min sobre o corte, seguida de etapa de lavagem em agua
destilada para cessar a reacdo. Em seguida, foi feita a etapa de contra coloracdo, em
gue foi adicionada Hematoxilina de Harris previamente filtrada por 40s sobre o tecido,
seguida de etapa de lavagem em agua para parar a rea¢ado. Os reagentes empregados
foram obtidos do laboratério de Imunotoxicologia e de inflamacdo da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo (USP), Sdo Paulo, SP.

3.4.6 Desidratacdo e montagem de laminas

Para desidratagéo as laminas foram mergulhadas em solucéo de alcool (Synth,

Séo Paulo, SP, Brasil) na seguinte sequéncia: etanol 70%, etanol 90%, etanol absoluto
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(1, 1l e 1) por 1 min cada. Em seguida, elas foram mergulhadas em Xilol | e 1l (Synth, S&o
Paulo, SP, Brasil).

Para montagem das laminas, foi adicionado 1 gota de Entellan” (Merk KGaA, Darmstadt,
Alemanha) sobre o corte e a laminula. Deixar secar por 30 min na capela. Os reagentes
empregados foram obtidos do laboratorio de Imunotoxicologia e da Inflamacdo da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

3.5 Analises morfoldgicas

3.5.1 Medidas de &reas da placenta

Para medicdo das areas da placenta foi utilizado o software analisador de imagens do
microscopio AXIOSCOP 2 (Zeiss", Alemanha) do laboratério de Histologia da Faculdade

de Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), S&o Paulo,

SP. Foram analisados 6 campos de cada corte em aumento de 4,5X. (n=6)

3.5.2 Anélise Densitométrica

Andlises densitomeétricas foram utilizadas para quantificagéo de cor na coloracdo PAS e
na marcacao de VEGF. Para isto, foram analisados 5 campos de cada corte pelo software

Image JU. (n=6) Foi feita uma dupla analise.

3.5.3 Contagem de células

A contagem de células positivas foi utilizada para quantificar o nimero de células
Glicogénio e células Trofoblasticas Gigantes na coloracdo de PAS, células PECAM

positivas e células ICAM positivas nas andlises imonohistoquimicas. Para isto, foram
analisados 6 campos de cada corte em aumentos de 20x pelo software Image J". (n=6).

Em seguida foi feita uma razao pela area delimitada. Foi feita uma dupla contagem.

3.6 Andlise Estatistica
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Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média e foram
analisados estatisticamente pelo teste “t” de student ou pela Analise de Variancia com

comparacdes multiplas (ANOVA), seguido do teste de Tukey-Kramer quando necessario.

Todos os célculos foram realizados com o GraphPad Prism 79 (GraphPad Software, CA,

EUA). O nivel de significancia foi considerado quando p <0,05.

5. Resultados

5.1. Efeito do tratamento com Ly6G sobre o numero de leucocitos na circulacao

A deplecao de neutrdfilos foi mantida até 48 horas apds a injecao intravenosa de
anticorpo Ly6G. A administracéo do isotipo ndo afetou o nimero de leucdcitos circulantes
(Figura 6).
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Figura 6: Namero de leucécitos circulantes no sangue periférico de camundongos fémeas C57BI/6 prenhas
previamente acasaladas com machos Balb C no dia 0 (antes do tratamento) e no dia 3 da gestacéo, 48
horas apods o tratamento com isotipo (200ug/500 pL; i.p.;) ou anticorpo anti-Ly6G (2000g/500 pL; i.p.;) e
no 18 dia (laparatomia) (A e B). Os dados foram analisados por citometria de fluxo usando anticorpos anti-
Ly6G (C). Os dados expressam a médiat e.p.m. (n=3). *P<0,01 vs antes do tratamento (dia 0). (Anova
one way). LMN= mononucleares; PMN=polimorfonucleares

5.2 indice de sucesso de gestacio
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Para avaliar o sucesso da gestacdao, foi utilizada a seguinte férmula: niumero de fémeas
com fetos na cesarea /numero de fémeas com plug vaginal x100. No dia 18.5 da
gestacdo, observou-se que a deplecao de neutrofilos circulantes reduziu o nimero de
sucesso ha gestacado, mensurado pela razdo do niumero de fémeas que tinham feto no
dia da laparatomia em relagao as que tinham plug vaginal.

Das fémeas tratadas com isotipo, 7 tinham plug vaginal e destas 6 tinham feto, e das
fémeas tratadas com Ly6G, 10 tinham plug vaginal e destas sé 4 tinham feto. Assim, a
percentagem de sucesso nas tratadas com isotipo foi de 86% e nas tratadas com Ly6G
foi de 40% (Tabela 2).

Tratamento N’ plug vaginal N° de fémeas com % de sucesso
feto na cesarea

Isotipo 7 6 86

Anti-Ly6G 10 4 40

Tabela 2: indice de sucesso na gestacdo. Formula utilizada: numero de fémeas com fetos na ceséarea
/nimero de fémeas com plug vaginal x100.

5.3 Efeito da deplecgéo neutrofilica sobre o desenvolvimento da placenta

Apés a laparotomia das fémeas C57BL/6 prenhes, a placenta foi coletada para andlise
histoldgica por coloracdo H&E. A andlise da placenta foi dividida em 3 compartimentos:
decidua basal, juncional e labirinto. As andlises histoldgicas e morfométricas mostraram
reducdo da area da zona juncional da placenta do grupo submetido a deplecéo
neutrofilica em relacéo aos animais controle. As demais areas, decidua e labirinto e area

total ndo apresentaram alteracfes em todos os grupos de animais estudados (Figura 7).
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Figura 7: Imagens da placenta murina dos grupos controle, tratados com isotipo ou anti-Ly6G coradas
com H&E (A - C). Aumento de 2,5x. Em destaque estédo a Dec- decidua; ZJ- zona juncional e Lb- labirinto.
Os graficos representam as areas das placentas: area total (D), area da decidua (E), area da zona juncional
(F) e &rea do labirinto (G). Os resultados representam a média = e.p.m. (n=6). *p<0,05 em rela¢do aos
demais grupos. (ANOVA one-way).

5.4 Efeito da deplecéo de neutroéfilos a zona juncional da placenta murina

O compartimento juncional é composto de 3 tipos celulares, a saber:
espongiotrofoblastos, trofoblastos glicogénio e trofoblastos gigantes. Observou-se pela
coloragcdo de PAS uma reducdo das células trofoblasticas gigantes e alteracdes
moforlégicas dos espongiotroofoblastos em placentas obtidas de animais depletados de
neutrofilos. Entretanto, nenhuma alteracdo foi observada nas células de glicogénio

positivas e na densitometria da regido (Figura 8).
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Figura 8: Imagens das placentas dos grupos controle, isotipo e anti-Ly6G coradas com PAS. Aumento de
20x (A - C). Contagem das células trofoblasticas gigantes (D) e das células glicogénio positivas (E).
Densitometria (F). Setas pretas — células glicogénio positivas. Setas azuis - células trofoblasticas gigantes.
Setas verdes - espongiotrofoblastos. Os dados representam a média + e.p.m de (n=6). ***p<0,001 em
relagéo aos grupos controle e isotipo. (ANOVA one away).

5.5 Efeito da deplecgao neutrofilica sobre células VEGF positivas na placenta

Placentas murinas foram analisadas por imunohistoquimica para marcacédo de VEGF,
fator relacionado a angiogénese. Como foi observado na Figura 9, a deplecédo de
neutréfilos promoveu uma reducéo de células positivas para VEGF na zona juncional.
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Figura 9: Imagens das placentas dos grupos controle, isotipo e anti-Ly6G com marcacéo para VEGF por
imunohistoquimica. Aumento de 20x (A - C). Contagem de células VEGF positivas (D) e analise por
densitometria (E) Setas pretas - células positivas. Os graficos representam a média + e.p.m (n=6). **p<0,01
em relacdo aos demais grupos de animais. (ANOVA one away).

5.6 Efeito da deplecao neutrofilica sobre a expressao de moléculas de adesao

Também foi observado a expressdao das moléculas de adesdo nas placentas. Como
observado nas Figuras 10 e 11, a marcacao de PECAM-1 e ICAM-1 nas placentas dos
animais mostrou uma reducédo de células positivas para estas moléculas de adesao nas
células da area juncional em placentas de animais depletados de neutréfilos em relagéo
ao observado nos animais controles.
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Figura 10: Imagens das placentas dos grupos controle, isotipo e anti-Ly6g com marcacéo para PECAM-1
por imunohistoquimica. (A - C). Aumento de 20x. Contagem para células positivas para PECAM-1 (D) e
andlise por densitometria (E). Os graficos representam a média + e.p.m (n=6)*p<0,05 em relacdo aos
demais grupos de animais. (ANOVA one away).

Densitometria (U.A)

Figura 11: Imagens das placentas dos grupos controle, isotipo e anti-Ly6g com marcacgéo para ICAM por
imonohistoquimica (A - C). Aumento de 20x. Contagem para células positivas para ICAM (D) e analise por
densitometria (E). Os graficos representam a média + e.p.m (n=6)*p<0,05 e **p<0,01 em relacdo aos
demais grupos de animais. (ANOVA one away).

6. Discussao
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O sucesso da gestéo depende de uma diversidade de processos complexos, que
vao desde a fertilizacdo do 6vulo até o momento do parto. Dentre estes processos, tem
sido demonstrado que defeitos na implantacdo do blastocisto ao epitélio uterino séo
responsaveis por grande parcela dos insucessos na gravidez (Hemberger et al., 2018),
sendo alvo de grande investigacao cientifica (Nadkarrni et al., 2016, 2021). A despeito
dos estudos sobre o assunto, o controle exercido por células imunes na janela de
implantacdo do blastocisto ainda ndo € totalmente conhecido, em especial quanto a
participacdo de neutréfilos que migram para o microambiente uterino na janela de
implantac&o. E conhecido que na fase de implantacdo ocorre um processo inflamatério
de baixa intensidade, que é necessario para aumentar a angiogénese e a vasodilatacao,
gue sdo necessarias para suprir o desenvolvimento do embrido, e para aumentar as
propriedades de adesédo do epitélio uterino ao blastocisto (Hemberger et al., 2018;
Matsumoto, 2017). Sabendo que neutroéfilos sdo células com potencial pré  -inflamatério
e que secretam mediadores envolvidos na angiogénese e adesao (Ander et al., 2019),
nos realizamos a deplecdo farmacologicamente de neutrdfilos circulantes na janela de
implantacédo de camundongos e verificamos que o sucesso da gestacéao foi prejudicado
e os fetos nascidos de cesarea no 18° dia apresentaram comprometimento morfolégico
(Hebeda et al., em submissado). Por estas razfes, n0s aqui avaliamos o efeito da
deplecédo neutrofilica na formacédo da placenta. Pela primeira vez, € mostrado neste
trabalho que a auséncia de neutrdfilos circulantes na fase pré-implantacdo afeta o
desenvolvimento da area juncional da placenta, com reducao de células positivas para o
VEGF e para moléculas de adesao da familia das imunoglobulinas.

A gestacgdo foi induzida pelo acasalamento de camundongos fémeas C57BL6 com
machos Balb/c, que € um modelo animal muito utilizado para estudar tolerancia
maternofetal, visto que ha uma reducdo na taxa de insucesso na gestacdo devido a
expansdo de células Treg na interface materno-fetal, provocando, consequentemente,
aumento da toleréncia materna e implantacdo no endomeétrio (Alijotas-Reig et al., 2014).
O procedimento farmacoldgico para depletar neutréfilos aqui empregado também é bem
estabelecido na literatura (Pollenus et al., 2019; Boivin et al., 2020; Stackowicz et al.,
2019) sendo que o periodo de deplecdo é dependente da concentracdo de anticorpo
empregado. Nés padronizamos o protocolo de tratamento para causar deplecao por 48

horas a partir de 24 horas ap6s a deteccédo do plug vaginal, que é indicativo de gestacao.
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Dados morfoldgicos da placenta murina evidenciaram as 3 camadas da placenta,
decidua materna, juncional e labirinto, bem definidas em todos os grupos de animais. No
entanto, a deplegéo de neutrdéfilos reduziu a area juncional, onde encontram-se as células
trofoblasticas gigantes e o espongiotrofoblasto (Watson & Cross, 2005). De fato, o
namero de células das células trofoblasticas gigantes estavam reduzidas nos animais
depletados de neutréfilos. As células trofoblasticas gigantes  exercem funcéo primordial
na implantacao, pois auxiliam o blastocisto a penetrar no epitélio uterino e implanta-lo n
o endométrio (Latos et al., 2016). Ademais, as células trofoblasticas gigantes adquirem
um fendtipo invasivo, penetrando profundamente no estroma endometrial, quando
entram em contato com as artérias maternas para remodela-las, sendas estas etapas
cruciais para o desenvolvimento da placenta (Woods et al., 2018). Os espongiotrofoblasto
também tem fungé&o estrutural e secretodria limitando o crescimento de vasos sanguineos
maternos na placenta fetal (Cross et al., 2002).

Associados, os dados da literatura mostram a importancia das células
trofoblasticas gigantes para uma invaséao trofoblastica e nutricdo adequadas do feto, visto
gue elas auxiliam na interagcdo materno fetal, e nossos dados mostram que neutrofilos
maternos sao necessarios para a perfeita formacdo das células que compdem a zona
juncional. Resultados da literatura corroboram nossos dados, uma vez que alteracdes na
placenta também foram evidenciados em analises de histolégicas de camundongos
fémeas C57BL/6 acasaladas com machos Balb C tratadas com anti-Ly6G na fase de
tolerancia materna, que em camundongos ocorre entre 0 5° e 11° dia da gestacgédo
(Nadkarni et al., 2016). Mais recentemente foi sugerido que a neutrofilia causada pela
administracdo de nanoparticulas de silica poderia alterar a gestacdo. No entanto, a
deplecdo de neutréfilos em animais tratados com a nanoparticulas causou danos mais
acentuados a gestacédo, detectados por reducdo no peso materno, no peso uterino, no
numero de fetos nascidos, lesdes na placenta desde a decidua até a camada de
espongiotrofoblasto, comprometeu o desenvolvimento de arteriolas espiraladas, reduziu
a angiogénese e causou apoptose na placenta. Desta forma, sugeriu-se que, de fato,
neutréfilos maternos em condigbes de homeostasia sdo necessarios para o sucesso da
gestacédo (Higashisaka et al., 2018).

Em humanos, gravidas com pré-eclampsia de inicio precoce apresentam placenta
caracterizada por reduzida invasdo trofoblastica, o que € associada ao aumento de

apoptose e reducdo da area luminal das artérias fetais. H4 controvérsias no que pode
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levar a reducdo da invaséao trofoblastica. Alguns estudos indicam que um subconjunto
especifico de células trofoblasticas responsaveis pelo fenétipo endovascular obliteram
inicialmente as artérias espiraladas levando a hipéxia tecidual local resultante de um
estimulo & angiogénese, enquanto no restante da parede uterina, as vilosidades
coridnicas regridem sob a influéncia de um suprimento de sangue materno normal para
formar o corion. A perda generalizada de trofoblasto endovascular pode levar ao aborto
espontédneo por causa de um suprimento sanguineo materno inadequado para a
placenta, enquanto a perda local pode levar a placentas menores com corddes
excéntricos (Kadyrov et al., 2006).

Dentre as andlises de células trofoblasticas realizadas neste trabalho, foi também
determinado o numero de células glicogénio positivas pela coloracao de PAS. Entretanto,
tanto a quantificacdo de células quanto a andlise densitométrica ndo mostraram
diferencas significativas entre os grupos. Uma possivel hipétese € que estas células ndo
conseguem utilizar o glicogénio armazenado devido a ndo migragdo adequada destas
células espongiotrofoblasticas, cuja morfologia apresentava alteracdes, nas placentas de
animais com deplecéo neutrofilica. Camundongos geneticamente modificados para vias
de utilizagdo de glicose, que mimetizam diferentes condi¢des diabéticas, apresentam um
aumento de 35% de células de glicogénio na zona juncional. Em alguns destes, embora
haja aumento de armazenamento de glicogénio na placenta, as vias de utilizacdo do
mesmo encontram-se alteradas, resultando na falha de liberacdo de nutrientes para o
feto, com consequente malformacgdes na prole (Tunster et al., 2020).

Associados aos dados da literatura, os resultados obtidos neste trabalho mostram que
neutrofilos maternos em condic@es fisioldgicas sdo fundamentais para a formacéao da
zona juncional da placenta, em especial para a sobrevida das células trofoblasticas
gigantes.

Posterior as andlises morfométricas da placenta jA descritas, realizamos analises
imunohistoquimicas com o uso dos marcadores de superficie, como PECAM-1 e ICAM1
que sao marcadores de endotélio, e marcador de fator de crescimento VEGF.
Observamos que grande concentracdo das células positivas para esses marcadores
estavam presentes na zona juncional, uma vez que células trofoblasticas secretam VEGF
e expressam PECAM-1 e ICAM-1 (Hurt et al., 2017). Entretanto, apesar da marcacao ser
concentrada nessa area, as placentas de animais com deplecéo neutrofilica tiverem

reducéo significativa destes marcadores nas células trofoblasticas.
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O VEGF é um fator angiogénico encontrado nos neutrdfilos, nas células endoteliais
e nas células trofoblasticas e atua através da ligacdo com receptor 2 (VEGFR2) e pelo
receptor 1 (VEGFR1 ou tirosina quinase 1 tipo fms-Fltl), sendo este ultimo também
expresso pelas células trofoblasticas. O excesso de producédo soluvel do Fltl (sFltl)
durante a gravidez em humanos estd associado a complica¢Bes graves, incluindo pré-
eclampsia, uma das principais causas de morbidade e morte materna e fetal. Em
camundongos, a super expressao de VEGF esta relacionada ha uma reduc¢éo no nimero
de fetos e aumento dos locais de reabsorcéo, resultando em placentas com defeitos de
desenvolvimento. (Fan et al., 2021, Amsalem et al., 2014)

As adesbes celulares homotipicas e heterotipicas sdo fundamentais para a
implantagcdo do blastocisto, e deficiéncias nas interacdes celulares prejudicam o
processo. As adesdes celulares mediadas pelas moléculas de superfamilia das
imunoglobulinas, como a ICAM-1 e PECAM-1, apresentam papéis centrais na resposta
imune e na estrutura tecidual, pois sdo proteinas de membrana ligadas a filamentos de
actina e funcionam como indutores da ativacéo da sinalizag&o intracelular (Yonemura et
al., 1999;). Na gravidez, a expressao de ICAM-1 na célula epitelial uterina da membrana
apical e nas células internas de formacéo do trofoblasto é aumentada no momento da
implantacéo, o que parece ser induzido pela secrecdo de progesterona (Leece et al.,
2011; Matsumoto et al., 2004), e também a ICAM-1 estd envolvida ha manutencgéo da
tolerancia materna controlando a secrecao de citocinas Th2 (Takeshita et al., 2000). Por
ser expresso em células endoteliais, o PECAM-1 esta altamente envolvido no processo
de angiogénese, e a regulacao positiva do PECAM-1 na placenta é esperada, pois novos
vasos sao necessarios para irrigar o feto em crescimento. De fato, PECAM-1 € uma
proteina fundamental durante a invaséo do citotrofoblasto extraviloso e a transformacéo
das arteriolas em grandes vasos (Zhou et al., 1997), e a falha desses processos leva a
pré-eclampsia e restricdo do crescimento fetal (Roberts 1993). Varias evidéncias apoiam
o papel do PECAM-1 nas falhas da gravidez, como:1l) na pré-eclampsia, 0s
citotrofoblastos ndo expressam PECAM-1 (Cho et al.,, 2021); 2) maes com baixa
expresséo de PECAM-1 sofrem falhas recorrentes de implantagdo, em um mecanismo
dependente da inducido da secrecdo do fator de crescimento transformador B1 pela
PECAM-1 (Guo et al. 2018), e o comprometimento da expressdo de PECAM-1 no
blastocisto tem sido apontado como um marcador para transferéncia assistida de

embrides bem-sucedida (Freis et al., 2021). Além disso, PECAM-1 é detectado
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precocemente na massa celular interna pluripotente do blastocisto de camundongo, que
nao contém células vasculares (Robson et al., 2001), apontando que a PECAM-1 possa

exercer fungdes adicionais na implantacdo do blastocisto além da angiogénese.

7. Concluséao

Em conjunto, nossos dados destacam que o0s neutréfilos maternos séao
importantes na formacdo da placenta, em especial das células presentes na zona
juncional, sendo que estas sao responsaveis pela sustentacao e irrigacao da placenta.
De fato, a auséncia de neutrdéfilos reduziu a frequéncia de células da zona juncional que
expressam VEGF e moléculas de adesdo da familia das imunoglobulinas. Os
mecanismos pelos quais os neutrofilos exercem estes efeitos permanecem por ser
esclarecidos, e a compreensao na integra de suas acdes dependera de uma grande
guantidade de estudos, visto que o neutréfilo é uma célula com grande quantidade de
componente granulares que sdo liberados, aléem de possuir habilidade de secretar
inimeros mediadores quimicos envolvidos na resposta a agressdo e no retorno a
homeostasia. A vasta acdo dos neutrofilos associados a complexidade da implantacao
do blastocisto devera ser um campo fértil de estudos cientificos, visto a importancia aqui

demonstrada do neutrofilo materno na janela de implantagéo.
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