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A invasio do endométrio pelo trofoblasto extraviloso € fundamental no
desenvolvimento do feto e da placenta, processo este controlado por fatores ligados a
atividade imunolégica e hormonal que, quando alterada, pode resultar em interrupcdo da
gestacdo e/ou geracdo das chamadas doencgas trofobldsticas gestacionais. Em algumas
situacdes, pode haver evolugdo para o coriocarcinoma, neoplasia maligna do trofoblasto,
em que hd evidéncias da atuacdo das moléculas ligadas ao processo de fusdo celular e
inflamacdo. Porém, os estudos neste tema sdo incipientes e inconclusivos. Considerando
essas informacdes, o objetivo deste trabalho é estudar de forma comparativa a expressao
das citocinas LIF, IL-6 e do ativador de transcricdio STAT-3, além da telomerase, em
material de aborto, de placenta normal a termo e de coriocarcinoma. Métodos: a expressao
destas moléculas foi avaliada pelos métodos: imunoistoquimica (IHQ), imunofluorescéncia
(IF), Western Blotting (WB) e Real-Time PCR (RT-PCR), em amostras de material de
aborto, placenta normal a termo e coriocarcinoma (N=12 cada um). Os ensaios de WB e
Real-Time PCR empregaram material a fresco de placenta normal a termo e seu cultivo
celular e cultura da linhagem BeWo. Resultados: no material de aborto, as reagdes de
IHQs evidenciaram expressao moderada de IL-6 em 58,4% dos casos e intensa de STAT-3
em 33,3%. Na placenta normal, observou-se intensa marcacao de IL-6 em 50% e de STAT-
3 em 16,7% dos casos, enquanto que, no coriocarcinoma, houve expressao intensa de 1L-6
em 50% e de STAT-3 em 75% dos casos. Por outro lado, as reacdes para LIF tiveram
expressao nula em todos os trés grupos. Pelo WB houve expressdo proteica de IL-6 apenas
no material fresco de placenta normal e aus€ncia de expressao na sua cultura primdria e na
linhagem BeWo; LIF nao foi expresso em todos os grupos estudados. STAT-3 foi
detectado no citoplasma em todos os grupos, entretanto, a expressao nuclear da STAT-3
fosforilada (pSTAT-3) ndo foi observada na IF e nem pelo WB. Na analise génica pelo RT-
PCR houve forte expressao de IL-6 e STAT-3 no material fresco de placenta normal e
expressdo muito fraca na cultura primdria de placenta normal e na linhagem BeWo; a
expressdo de LIF foi muito fraca em todos os grupos. Apenas a linhagem BeWo
demonstrou forte expressdo gé€nica da telomerase, contrastando com a completa falta de
expressdo no material fresco de placenta normal e em sua cultura primaria. Conclusdo: A
intensa expressdo IHQ de IL-6 e STAT-3 no coriocarcinoma indica a atuagdo de ambas na
carcinogénese. A expressdo proteica de IL-6 no material fresco de placenta normal e sua

auséncia no material de cultura primdria e na linhagem BeWo pode ser ocasionado pelo

iX



contato célula-a-célula nas culturas aderentes, inibindo o crescimento celular e,
consequentemente, as vias de sinalizacdo. A falta de expressdo da pSTAT-3 tanto na IF
como por WB demonstra que a via JAK-STAT estd sendo desativada. A auséncia de
expressao de LIF, em todos os métodos estudados, sugere que esta citocina poderia estar
sendo inibida por meio de proteinas SOCS3 ou, atuando, de modo indireto, na proliferacdao
celular do coriocarcinoma. O aumento da atividade da telomerase nas células BeWo reforca
sua relacdo com o fendtipo maligno e a aponta como um bom marcador para progressao da

doenca.

Palavras chave: coriocarcinoma, trofoblasto, inflamacao, IL-6, LIF, STAT-3



ABSTRACT

xi



The invasion of the endometrium by extravillous trophoblast is a fundamental
process in the growth of the fetus and placenta. The process is controlled by factors related
to the immune and hormonal activity that, when changed, may result in termination of
pregnancy and development of so-called gestational trophoblastic diseases. In some cases,
changes can result in malignancy, in which some molecules play a role in cell fusion
process and inflammation, although studies in this area are inconclusive. Considering this
information, the study had the aim of investigating the expression of cytokines LIF, IL-6,
STAT- 3 and the function of telomerase to understand their participation in abortion, in
normal at term placenta and choriocarcinoma. Methods: The expression of the molecules
was assessed by immunohistochemical assay (IHC), immunofluorescence (IF), Western
Blotting (WB) and Real-Time PCR (RT - PCR) using fixed material from biopsies of
abortions, normal at term placentas and choriocarcinoma along with fresh tissue of normal
at term placenta and their primary culture and BeWo cell line. Paraffin embedded material
used in IHC and IF assays were obtained from the Department of Pathology files. Tests of
WB and Real-Time PCR employed fresh material, obtained from cell cultures of normal at
term placenta and the BeWo line. Results: IHC reactions to abortion biopsies showed
moderate staining for IL-6 in 58.4% of cases and intense for STAT-3 in 33.3 % of cases. In
biopsies of normal placenta, there was intense reaction for IL-6 in 50% of cases, intense for
STAT-3 in 16.7%; choriocarcinoma showed intense staining for IL- 6 in 50% of cases and
also for STAT-3 in 75% of cases. On the other hand, LIF expression was missing in all
three groups. WB analyses showed IL-6 protein in fresh material from normal placentas,
but no expression in placenta primary cultures and BeWo line. LIF was absent in all
groups. Cytoplasmic STAT-3 was observed in all groups, while the nuclear expression of
phosphorylated STAT-3 was absent. On gene analyses a strong expression of IL-6 and
STAT- 3 was observed from fresh normal placenta, but very weak expression in primary
cultures of normal placenta and BeWo cell line. LIF expression was very weak in all
groups. In regard to the gene expression of telomerase, it was strong in the BeWo line
which contrasted with its complete lack of expression in fresh normal placenta and its
primary culture. Conclusion: The high expression of IL-6 and STAT-3 in biopsies of
choriocarcinoma indicates the role of both in tumor progression. Regarding protein
expression, the presence of IL-6 in the material from fresh normal placenta, and its absence

in primary culture and BeWo line may be caused by the cell-to-cell contact cultures by
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inhibiting cell growth and thus signaling pathways. However, the lack of expression of
phosphorylated STAT-3 whether through IF or WB shows that its JAK-STAT pathway is
inhibited. Lack of expression of the LIF suggests that it might be involved indirectly in
choriocarcinoma cell proliferation or be inhibited by SOCS3 protein. Moreover, the
increased telomerase activity of BeWo cells enhances their relation to the malignant

phenotype and indicates a good marker for disease progression.

Key-words: Choriocarcinoma, Trophoblast, Inflamation, IL-6, STAT-3, LIF.
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O estabelecimento de gravidez comeca com a implantacio de blastocistos no
endométrio e depende da capacidade das células trofobldsticas interagirem com a parede
uterina, estroma do endométrio e dos vasos sanguineos. Além disso, o utero sofre
estimulagdo por meio de moléculas reguladoras que desempenham um papel funcional na
preparacdo da mucosa endometrial para a implantacdo do embrido e adesdo do trobloblasto.

Sabe-se que a implantacdo do embrido tem muitas semelhangas com a
carcinogénese porque em ambos, trofobloblasto e células tumorais, existe a capacidade de
invasdo dos tecidos. Embora esta propriedade ocorra nas células trofoblasticas sob
condicoes fisioldgicas, as mudangas no processo podem resultar em doencas relacionadas
com a gestacdo. Muitos dos fatores de sinalizacdo que sdo operados ou produzidos por
células trofoblésticas podem desencadear vias de sinalizacdo por meio de vias Janus
quinases (JAK) e ativadores de transmissao de sinal de transcri¢do via JAK/STAT.

Durante a invasdao tumoral, mediadores de sinalizagdo sdao ativadas via STAT-3,
atuando no crescimento e organizando a motilidade de muitos tipos de tumores e células
pluripotentes. Além disso, STAT-3 estd envolvida com a regulacdo da transcricio de
proteases que sdo de importancia crucial para crescimento de células invasoras.

LIF e IL-6 sdo as citocinas também relacionados com o processo neopldsico. De
acordo com Nachtigall, LIF atua na adesdo de células trofobldsticas e de elementos extra-
vilosos da matriz extracelular (ECM), diminuindo a expressdo das integrinas e estimulando
a producio de inibidores de metaloproteinases (TIMP). E postulado que LIF também regula
a implantacdo embriondria por modulacdo direta da diferenciagdo do trofoblasto. Além
disso, LIF pode mediar interagdes entre leucdcitos e células trofoblasticas no endométrio e
também esta ligada a angiog€nese em vilos placentérios.

Entre as doencas gestacionais trofoblasticas (GTD), o coriocarcinoma representa
uma lesdo neopldsica maligna com mudangas que ocorrem durante vérios estdgios de
diferenciacdo do trofoblasto e diante disso, este trabalho avaliou a participacdao das
citocinas IL-6 e LIF e o ativador de transcricdao, STAT -3, em abortos, placentas normais a

termo e em coriocarcinomas
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Geral: Verificar a expressao das citocinas IL-6 e LIF, da telomerase e do fator de ativacdo
e transmissdo de sinal STAT-3, em células provenientes de abortos, placenta normal e

coriocarcinomas.

Especificos:

1. Avaliar e comparar a expressao imunoistoquimica de IL-6, LIF, STAT-3 e STAT-3
fosforilada em material fixado de abortos, placentas normais a termo e
coriocarcinomas humanos.

2. Avaliar e comparar a expressao proteica das moléculas IL-6, LIF, STAT-3 e STAT-
3 fosforilada em material fresco de placenta normal a termo, de sua cultura primdria
e da linhagem tumoral BeWo.

3. Avaliar e comparar a expressio génica das moléculas IL-6, LIF, STAT-3 e
telomerase em material fresco de placenta normal a termo e sua respectiva cultura

priméria e de células da linhagem BeWo.
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O estabelecimento da gestacdo inicia-se com a implantacdo do blastocisto no
endométrio e, decisivamente, depende da capacidade das células trofoblasticas interagirem
com a parede uterina e, subsequentemente, com o estroma endometrial € os vasos
sanguineos. Esta interacdo ocorre através de vias pardcrinas e autdcrinas, induzidas pelo
utero, frente ao estimulo de moléculas modulatdrias, entre as quais hormdnios e peptideos.
As modificagdes criam um ambiente favordvel para o recebimento do blastocisto, numa
série de eventos denominada decidualizagao (LUNGHI et al., 2007).

A decidualizagdo € um processo independente da presenca do blastocisto na
cavidade uterina e se inicia no final da fase secretdria do ciclo menstrual, passando por
mudancas significativas nas células do estroma endometrial, de vasos sanguineos e das
células do sistema imune local (SALAMONSEN et al., 2003). Paralelamente, as alteragdes
também servem para sustentar o inicio de implantacdo do embrido e restringir a invasao do
trofoblasto no utero (CHENG et al., 2001).

O endométrio humano € receptivo a implantacdo do embrido somente durante um
pequeno periodo da fase ldtea, que se inicia aproximadamente sete dias apds a ovulagdo e
finaliza nao mais que dois dias apds. Neste periodo, chamado de nidacdo ou janela de
implantagdo, ocorre a maxima receptividade do epitélio ao embrido (DUC-GOIRAN et al.,
1999) e a liberacao dos hormonios estrogeno e progesterona ovarianos que, por sua Vez,
participam da regulacdo de moléculas de adesdo e de fatores de transcricdo (CHENG et al.,
2001).

Durante a implantacdo, o blastocisto penetra o epitélio superficial que reveste a
cavidade endometrial, atravessando a lamina basal e alcancando o estroma endometrial.
Forma-se o sinciciotrofoblasto a partir do citotrofoblasto, ocorre aumento da vascularizacao
local e, por dltimo, se estabelece a circulacao utero-placentdria. Nesta fase, o citotrofoblasto
forma os vilos de ancoragem que proliferam para fora da membrana basal e formam as
colunas celulares nas quais as células trofoblasticas intermedidrias migram para a decidua e
o citotrofoblasto invade a parede das artérias espiraladas maternas, originando as células
trofoblasticas endovasculares. Este processo permite que as células do trofoblasto entrem
em contato direto com o sangue materno, estabelecendo a circulacdo utero-placentdria
(NORWITZ et al., 2001).

A aposicdo do blastocisto € iniciada pelas projecdes apicais da membrana celular,

chamadas pindpodes, que sdo organelas dependentes de progesterona que facilitam a
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aderéncia do blastocisto a superficie do endométrio (CAVAGNA e MANTESE, 2003).
Obtida a aderéncia estdvel para implantacdo, o polo embridnico se orienta em direcdo ao
epitélio, onde moléculas de adesdo celular (cateninas, integrinas, selectinas e tropininas)
permitirdo a tracdo € o movimento de células ou a transmissdo de sinais entre a matriz
extracelular e as células (APLIN e KIMBER, 2004). Além das moléculas de adesao celular,
citocinas e fatores de crescimento também sdo produzidos, assim como proteases capazes
de degradar a membrana basal, principalmente metaloproteinases-2 e -9 (MMP-2 e MMP-
9) (TAPIA, et al., 2008).

Durante o dltimo estdgio, denominado de invasdo ou nidacdo, ocorre o achatamento
celular e a penetracdo do sinciciotrofoblasto no endométrio, seguido pela infiltragdo de
células citotrofoblasticas mononucleares e pela invasdo da terceira camada (do miométrio)

e da vasculatura uterina (STAUM-RAM et al., 2004) (Figura 1).

LE

b el [ 5 ] e R it il e B LR S

BL: blaztocisto

ZP: zona pelicida

LE: epitélin luminal da endarmétia

CT: citotrofoblasto

LIF: fator inibitdrio de leucernia

F: pindpodes

GE: epitélio glandular; zgp: gp 130 zaliwel
ST sinciciotrofoblasta; IL-1: inteteucing 1

Fig. 1. Esquema proposto da janela de implantacdo e o papel do LIF na interacdo materno-fetal. (1)
Representacdo esquemadtica do blastocisto no ttero pela zona pelicida: sinalizagdo paracrina provavelmente
atrai o blastocisto para o sitio de implantagdo e sincroniza e orquestra os proximos passos, tais como (2) a
perda da zona peliicida. (3) Representacdo gradual da aposi¢do do blastocisto no endométrio no inicio do
periodo da implantacdo da janela, delimitada por pinépodes e LIF, que é maximamente expresso pelo
endométrio no momento da implantacdo e o blastocisto expressa o LIF receptor. Em (4), o blastocisto adere
ao endométrio e, entdo produz LIF, ao passo que, no endométrio, a producdo de gp130 e receptor de LIF
aumentam. A adesdo induz as células trofoblasticas a se diferenciarem em citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto
(5) o que resulta na invasdo do epitélio luminal do endométrio pelo sinciciotrofoblasto. Em seguida, o
blastocisto comega a secretar citocinas como a IL-1, que, por sua vez, estimula a expressdo de LIF no
endométrio. Em (6), a implantacdo estd concluida, a janela do implante ja foi encerrada. Assim, propde-se que
o embrido e o endométrio comunicam-se ativamente através da secrecdo de citocinas e outros, a fim de
promover a completa implantacdo do blastocisto (Modificado de FITZGERALD et al., 2008).

Citocinas e ativadores de transcricdo durante o processo de implantacdo
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As citocinas sao importantes mediadores intercelulares, responsdveis pela regulacao
da sobrevivéncia, crescimento, migragdo, diferenciacdo e funcdes efetoras nas células.
Frequentemente afetam a agdo de outras citocinas de modo sinérgico ou antagonista. Além
disso, exercem acdes que podem ser auto-, para- ou enddcrina, via receptores de superficie
celular especificos em suas células alvo (HEINRICH er al.,1998). Entre as vdrias citocinas
existentes estdo o fator inibitério de leucemia (LIF) e a interleucina-6 (IL-6), cujas fungdes

sdo discutidas abaixo.

=>» Fator Inibitorio de Leucemia (LIF)

O fator inibitério de leucemia (LIF) € uma glicoproteina pleiotréfica que pertence a
familia de ligantes que incluem interleucina-6 (IL-6), IL-11, oncostatina M, fator
neurotréfico ciliar (CNF) e cardiotropina. Possui um importante papel na implantacdo e
placentacdo de muitas espécies e € secretado em altas concentracdes no endométrio,
predominantemente na fase secretéria do ciclo menstrual normal, e na decidua
(CAVAGNA e MANTESE, 2003).

LIF atua nas células através da ligacdo ao receptor LIF heterodimérico constituido
pelas duas proteinas transmembrana, gp 130 e receptor LIF a (LIF-Ra). Com esta ligagdo,
ocorre dimerizacao do receptor e recrutamento de receptores tirosina quinases JAK 1 ou 2,
que fosforizam os dominios citoplasmaticos dos receptores. Esta cascata de sinalizacdo
resulta no recrutamento e na fosforilacio de transdutores e ativadores de sinalizagcdo
(STAT) pelas proteinas JAK. Com isso, ocorre a dimerizagdo e a translocacdo para o
nuicleo onde atuam regulando a expressao génica (CHENG et al., 2001) (Figura 2).

A ligacdo do LIF ao seu receptor é de baixa afinidade, que causa associacdo do
complexo receptor/ligante com outra proteina de membrana, a gpl30, resultando na
transmissdo de sinal via JAK/STAT-3 (WHITE et al., 2007) que, por sua vez, estimula a
formagdo de pindpodes para implantacdo do blastocisto e a expressdo de proteases € seus
inibidores, com importante papel no processo de invasdao (CORVENUS et al., 2003).

Evidéncias diretas do papel do LIF no processo de implantacdo surgem de
observagdes de camundongos fémeas com auséncia de um gene LIF funcional. Embora
vidveis, camundongos fémeas e com gendtipo nulo para LIF (LIF-/-) sdo incapazes de

sustentar a implantacdo (SHARKEY et al., 1999). Segundo Li et al. (1995), embrides
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homozigotos para a falta do receptor de LIF (LIF-R-/-) chegam a implantar na parede
uterina, mas morrem dentro de 24 h, em razao das numerosas alteragdes morfo-funcionais
das placentas (FITZGERALD, et al. 2008).

As mesmas evidéncias acima foram observadas em mulheres inférteis, sugerindo
que a expressdo de LIF ou da IL-6 no endométrio pode estar associada com a infertilidade
humana feminina (SMITH et al., 1998). Laird e colaboradores (1997) observaram que as
concentragdes plasmdticas de LIF sdo significantemente menores em mulheres com
infertilidade idiopédtica, quando comparadas as concentracdes em mulheres férteis.

Segundo Tapia et al. (2008), LIF atua estimulando a adesdo de células do
trofoblasto extra-viloso a elementos da matriz extracelular (MEC), diminuindo a expressao
de integrinas e estimulando a produgdo de inibidores de metaloproteinases (TIMP). Postula-
se ainda que LIF regula a implantacdo embriondria pela modulacdo direta da diferenciacdo
do trofoblasto (NACHTIGALL et al., 1996). Sharkey et al. (1999) sugeriram que o LIF
pode mediar interagdes entre leucdcitos endometriais e o trofoblasto, além de controlar a
angiogénese no vilo placentdrio.

Em humanos, a expressdo de LIF nido depende da presenca do trofoblasto e sua
secrecdo parece ser regulada por outras citocinas presentes no ambiente uterino, assim
como pelos hormoénios sexuais maternos (UZUMEU et al., 1998).

Além das funcdes relacionadas aos processos de implantacido e placentacdo, LIF é
responsavel ainda pela diminui¢do da secrecado de metaloproteinases e pelo aumento da
secrecao de fibronectina fetal, glicoproteina responsdvel pelo achatamento do trofoblasto
no endométrio, durante o primeiro trimestre gestacional (NACHTIGALL et al., 1996).
Estes dados sugerem um efeito inibitério na invasdo do trofoblasto, além de auxiliar na
producdo de glicoproteinas responsaveis pelo achatamento do trofoblasto ao endométrio
(TAPIA et al., 2008). LIF também é capaz de controlar a diferenciacdo do trofoblasto
mediante a expressdo do hormodnio gonadotrofina coridnica humana (hCG) (CORVENUS

et al., 2003).
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Figura 2: Via de sinalizacdo de LIF. A ligacdo de LIF-LIFR-gp130 desencadeia a cascata de sinalizacdo que
ird desencadear a fosforilagdo de STAT-3, provando auto-renovagéo celular, sobrevivéncia e diferenciagdo
(Fonte: Adaptacdo de Clinical Science, 2008)

=>» Interleucina-6 (IL-6)

A Interleucina-6, assim como LIF, € uma citocina multifuncional, produzida por
vérios tipos celulares, incluindo células trofoblasticas e glandulas do endométrio
(KISHIMOTO, 1989). E mediadora de respostas a infec¢des e tecidos danificados e das
mudancas que antecipam a implantacio embriondria e desprendimento menstrual
(TABIBZADEH et al., 1995).

Inicialmente, a IL-6 foi identificada como um fator de diferenciacdo de linfécitos B
(BSF-2) que induziam a maturacdo para células produtoras de anticorpos (HIRANO et al.,
1985). Entretanto, uma série de estudos subseqiientes comprovou que a IL-6 atuava ndo
somente nos linfécitos B, mas também nos T, hepatdcitos, células progenitoras

hematopoiéticas e células neurais (KISHIMOTO et al., 1992) (Figura 3).
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De acordo com Sherwin et al. (2002), IL-6 mostra um padrdo de expressdo similar
ao LIF, apresentando altas concentracdes na fase secretdria do ciclo menstrual, parecendo
sustentar o desenvolvimento de células progenitoras hematopoiéticas em fetos e recém-
nascidos, além de ter papel na angiogénese (GARDNER et al., 1990). Além disso, IL-6
interage com o seu receptor no trofoblasto, estimulando a liberacdo de gonadotrofina
coridnica humana (hCG), comprovando o papel importante que esta citocina representa nas

mudancas que antecedem a implantacdo (JAUNIAUX et al., 1996).
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Figura 3: Via de sinalizagdo de IL-6. A liga¢do de IL-6 ao receptor de membrana gp130, desencadeia a
cascata de sinalizag@o, ativando a ligacdo JAK-STAT-3, cuja informagdo é encaminhada para o nicleo para
desencadear as respostas celulares (Fonte: Adaptacdo de Camporeale & Poli, 2012).

=>» Transmissor de Sinal e Ativador de Transcrigdo 3 (STAT-3)
As STATS sdo proteinas ativadoras de transcri¢do, responsdveis pela modulacao de
genes especificos dos processos de crescimento celular, diferenciagdo e sobrevivéncia

(BOWMAN et al., 2000). Sao ativadas pela ligacdo a receptores de superficie celular e
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induzem a expressdo de programas genéticos ligante-dependentes que determinam a
resposta bioldgica para o estimulo, tendo papéis centrais no desencadeamento da
sinalizacdo de fatores que modulam a placentacdo. Todas as citocinas e muitos fatores de
crescimento sdo capazes de ativar receptores citoplasmaticos de tirosina quinase da familia
JAK em resposta ativa a fatores de transcri¢cdo do tipo STAT (DARNELL, 1997).

As proteinas STAT inicialmente estdo presentes de forma inativa no citoplasma,
enquanto que as proteinas JAK quinases sdo constitutivamente associadas a regides
citoplasmaticas proximas da membrana. Apds a ligacdo, a JAK quinase € ativada, levando a
fosforilagdo da STAT-3, que migra para o nuicleo e se liga as seqiiéncias do DNA,
regulando a transcri¢do de genes alvos e modulando processos celulares fundamentais

como proliferacdo e diferenciacdo (AKIRA, 1999) (Figura 4).

Anti-appoptose
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Progressio do Ciclo Celular

Figura 4: Via de sinalizagcdo de STAT-3. Ap6s a ligacdo da citocina com o receptor de membrana, ocorre a
ligacdo JAK-STAT-3, com consequente fosforilagdo de STAT-3, que ao migrar para o nucleo desencadeia a
expressio de RNAm e consequentemente a sintese proteica para estimular o crescimento, progressio e
sobrevivéncia celular (Fonte: Adaptacdo de Akira, 1999).
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Corvinus e colaboradores (2003) observaram que a deficiéncia de STAT-3 leva a
perda gestacional. Embrides homozigotos (STAT-3 -/-) se degeneram e morrem, indicando
seu papel critico no desenvolvimento normal do embrido (BOWMAN et al., 2000).

A ativacdo aberrante de STAT-3 também tem sido reportada em vérios canceres,
como de mama, de pele, de préstata e estd associada com tumores metastaticos
(POEHLMANN et al, 2005). Estudos de andlise de Western Blotting tém demonstrado que
a STAT-3 apresenta, durante o primeiro trimestre gestacional, elevada fosforilagdo com
alto padrdo de invasividade das células trofobldsticas, mas ndo em células trofoblasticas no

final da gestacdo (CORVENUS et al., 2003).

=> Expressdo de telomerase e Proliferacdo do Trofoblasto

Os teldomeros sdo estruturas complexas e repetidas de DNA-proteina que conferem
estabilidade aos cromossomos, protegendo-os contra a digestdo de exonucleases e
prevenindo as recombinagdes aberrantes (LAVELLE et al., 2000). O encurtamento dessas
regides € evidente ao longo da vida e estd francamente associado ao nimero de divisdes
celulares ocorridas antes da emissdo dos sinais para entrada no processo de morte ou
senescéncia.

Durante os primeiros estigios do desenvolvimento humano, a telomerase ¢é
necessaria para compensar a enorme quantidade de divisdes celulares da embriogénese e,
por isso, sua expressdo € bloqueada (DURANT, 2012).

No caso das células cancerosas e imortais, ocorre escape do sinal por meio do
processo que € mediado, via de regra, pela enzima telomerase (KIPLING et al., 1999). Sua
atividade tem sido detectada, em humanos, na maioria dos tecidos de linhagem germinativa
e tumoral, contrastando com a atividade basal e nula nas células somaticas de adultos
(KYO et al., 2000).

De acordo com Shay e Wright (2011), o progressivo encurtamento do telomero
durante a divisdo celular (envelhecimento replicativo) fornece uma barreira para a
progressao do tumor que, para se efetivar, exige seu continuo crescimento concomitante a
reativacdo da telomerase (KIM et al., 1994).

A telomerase funciona como uma transcriptase reversa que adiciona novo DNA aos

telomeros que, por sua vez, sdo constituidos de vdrias sequéncias repetidas de nucleotideos
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TTAGGG associados a um complexo de proteinas e formando estruturas especiais t-loop
(COLLINS e MITCHELL, 2002; DE LANGE, 2004). Esta configuracdo protege as
extremidades finais dos cromossomos de serem reconhecidas como quebras de fitas simples
ou duplas de DNA (SHAY, 2003), o que resulta em senescéncia replicativa e check-point
para a morte celular (D'ADDA DI FAGAGNA et al., 2003)

Com relagdo a placenta humana, a presenca de expressao da telomerase sugere seu
papel funcional durante a gestacdo, decaindo, gradativamente, com a aproximacgdo do parto
(CHEN et al., 2002). Estudos demonstram que as células citotrofobldsticas humanas
conservam o seu potencial proliferativo e retém o telomero integralmente em toda a
gestacdo. Segundo os autores, isto assegura a capacidade de altos indices de proliferacgao,
evento essencial para o crescimento e funcionamento placentdrio normal

(SOUNDARARAIJAN e RAO, 2004).

=>» Invasividade do Trofoblasto X Doencas Trofobldsticas Gestacionais X

Oncogénese

Muitas similaridades existem entre a implantacdo embriondria e o crescimento de
células neopldsicas. O estabelecimento do fendtipo invasivo, em ambos 0s casos,
compreende uma série de processos que incluem a expressdo ou repressao de moléculas de
adesdo especificas, producdo de enzimas para digestdo da matriz, expressdao de produtos de
proto-oncogenes, ativacdo de telomerase e, por ultimo, aquisicdo de amplo suprimento
sanguineo (SOUNDARARAIJAN e RAO, 2004).

As doencas trofobldsticas gestacionais (DTG) representam um grupo tUnico de
lesdes, por serem derivadas do concepto e ndo da gestante. Englobam variadas alteragdes
que ocorrem durante os estigios de diferenciacdo do trofoblasto e que possuem
especificidade em sua patogénese, morfologia e apresentacdo clinica. Ao contrdrio do que
ocorre na gestacdo normal, na DTG a invasdo das células trofobldsticas ndo € controlada e,
além de as células atingirem o miométrio, podem atravessd-lo totalmente (SHIH e
KURMAN, 2001; KOBEL et al., 2005).

Dentre os principais tipos de doengas trofobldsticas gestacionais destacam-se: mola
hidatiforme completa, mola hidatiforme parcial, mola invasora e coriocarcinoma

(PARDINAS e ELSTON, 2003).
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A mola hidatiforme completa é geralmente diagnosticada entre a 11* e 25" semana
de gestacdo, com sangramento vaginal ou excessivo alargamento uterino para a idade
gestacional. A ultrassonografia pélvica pode reforcar o diagndstico de gravidez molar,
quando o quadro € acompanhado de altos niveis de gonadotrofina. Entretanto, muitos casos
sdo diagnosticados somente com estudos histolégicos dos tecidos advindos de abortos
retidos ou eletivos (CHEUNG, 2003). Na mola completa ndo existe embrido ou feto.
Macroscopicamente, € apresentada pela transformacio do vilo coridnico em aglomerados
de vesiculas, com dimensdes varidveis. Microscopicamente, o vilo coridnico € apresentado
por um acentuado edema, formacdo de cisterna central e graus variados de proliferagao,
tanto do citotrofoblasto quanto do sinciciotrofoblasto, geralmente com auséncia completa
de vasos sanguineos fetais (ROSAI, 1989).

Diferente da mola completa, as portadoras de mola parcial apresentam poucos sinais
e sintomas: aparentam ter um aborto retido, mas apresentam um feto geralmente tripldide
(PARDINAS e ELSTON, 2003).

Na mola invasora, clinicamente conhecida como um quadro da doenga trofobléstica
persistente, os vilos hidrépicos invadem o miométrio, vasos sanguineos ou sitios extra-
uterinos. O diagndstico € geralmente feito na peca de histerectomia e o aspecto
macroscopico depende da extensdo da invasdo. Varidvel quantidade de vesiculas molares
pode ser vista na cavidade endometrial, miométrio e em vasos do miométrio, podendo
haver perfuracdo uterina. Hemorragia moderada geralmente estd presente.
Microscopicamente, a mola invasora € diagnosticada pela presenca de vilos molares
penetrando o miométrio, com invasao vascular (CHEUNG, 2003).

Coriocarcinoma € a denominag¢do para a neoplasia maligna do trofoblasto, associado
clinicamente a sangramento vaginal ou a eventos hemorragicos no sistema nervoso central,
figado e trato gastrointestinal, relacionados a existéncia de metdstases.

Macroscopicamente, o coriocarcinoma € geralmente uma lesdo nodular hemorragica
circunscrita. O tumor primdrio pode se estender profundamente ao interior do miométrio.
Os pulmdes, cérebro e figado sdo os locais onde as metdstases sdo comuns, 0 que sugere
propagacdo hematogénica predominante. Microscopicamente, o coriocarcinoma €
caracterizado por um padrdo bifasico de células: o citotrofoblasto mononuclear, rodeado
por sinciciotrofoblasto multinuclear. As células tumorais sdo encontradas principalmente na

periferia da lesdo, com extensa hemorragia e necrose central. Na grande maioria dos casos,
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o diagndstico de coriocarcinoma ndo se associa a presenca de vilosidades coriais
(CHEUNG, 2003).

Pesquisadores admitem que a invasdo do trofoblasto do tecido fetal e a progressao
tumoral dependem dos mesmos mediadores bioquimicos e moleculares, sugerindo que
vdrias citocinas que atuam nos diferentes processos celulares sdo freqiientemente capazes
de controlar o comportamento do trofoblasto de algum modo, pela modulacio da
proliferagdo e migragdo, ou induzindo o trofoblasto a se diferenciar em um fenétipo
invasivo ou nio-invasivo (FITZGERALD et al., 2008).

Muitos dos fatores de sinalizagdo que atuam no trofoblasto ou que sdo produzidos
por ele sd@o conhecidos por desencadearem rotas de sinalizacdo via Janus Kinases (JAK) e
transmissao de sinais ativadores de transcricao via JAK/STAT (BOWMAN et al., 2000).

Durante a invasdo tumoral, mediadores de sinalizacdo sdo ativados via STAT-3,
indicando sua influéncia no crescimento celular (BUETTNER et al, 2002). A
transformacdo celular pela atividade aberrante da STAT-3 em tumores, aparentemente
provoca comportamento neoplasico de proliferacdo, longevidade e invasao, envolvendo a
regulacdo de genes promotores da progressdo do ciclo celular e/ou prevenindo a apoptose
(SHEN et al., 2001).

A STAT-3 parece ter papel essencial na organizacdo da motilidade celular de vérios
tipos tumorais € de células pluripotentes (ZHANG et al., 2002). Além disso, tem sido
implicada na regulacdo transcricional de proteases, de importancia crucial para o
crescimento celular invasor (BOWMAN et al., 2000). Bishof e Campana (2000) analisaram
a expressdo de certas metaloproteinases de matriz (MMP), observando que elas sdo
dependentes de IL-6 e, deste modo, dependentes da transmissdo de sinalizacao via STAT-3.

Células citotrofoblasticas, que apresentam um fendtipo invasor, expressam altos
niveis de IL-6 e aumentam a atividade de MMP-9 e MMP-2, ambas proteinas importantes
nos processos de invasdo e implantacdo (DAS et al., 2002). Aumentada a expressido de
MMP, as células citotrofobldsticas se tornam agressivamente invasivas, como nas doengas
trofobldsticas gestacionais (BISHOF et al., 2000).

Kong e colaboradores (1996) também observaram que a presenca de IL-6, em
material de cultura de células de DTG humanas, falha em estimular o crescimento celular,

mas a auséncia de IL-6 resulta em inibicao do crescimento. Além disso, IL.-6 € encontrada
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no fluido amnidtico da gestacdo inicial, parecendo ser produzida por células trofobldsticas
(JAUNIAUX et al., 1996).

Andlises feitas com células de coriocarcinoma humano tém demonstrado que estas
aumentam a regulacdo de HLA-G, uma molécula ndo-clissica de complexo de
histocompatibilidade (MHC) classe I, que parece atuar no encobrimento da célula do
sistema imune, em resposta ao LIF (BAMBERGER et al., 2000). Em adi¢ao, a LIF poderia
promover a invasdao e a proliferacdo de células trofobldsticas e do coriocarcinoma
(FITZGERALD et al., 2005).

Segundo Aghajanova et al. (2004), durante a janela de implantagdo, o proprio
embrido participa ativamente do processo de implantacdo uma vez que, em contato com o
endométrio, expressa receptores especificos para LIF, indicando um processo de interacdo
mutua embrido-endométrio. Nesta condi¢cdo o embrido expressa mRNA de LIF enquanto
que, no endométrio, a expressdo de gpl30 e a atividade funcional do receptor de LIF
aumentam. Com isso, quando o blastocisto invade o epitélio endometrial e o estroma, ele
comeca a sintetizar citocinas como a IL-1, induz a expressio de LIF no endométrio

(LAIRD, et al. 2000).
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IV. JUSTIFICATIVA
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O processo de implantacdo do blastocisto, durante a gestacdo, estd condicionado a
funcionalidade das células trofoblasticas, e estas sofrem a atuagdo direta do fator inibitério
de leucemia (LIF), da interleucina-6 (IL-6), do ativador de transcri¢do-3 (STAT-3) e da
telomerase.

O coriocarcinoma € constituido por cé€lulas do cito e do sinciciotrofoblasto, que se
transformam em neoplasia maligna de considerdvel agressividade. Os estudos sobre o papel
destas citocinas sdo incipientes e até o0 momento, ndo sdo conhecidas as reais associagoes
entre a expressdo destas moléculas, isoladas ou em conjunto, no processo de carcinogénese.
Este trabalho avaliou a participacdo das moléculas em abortos, placentas normais a termo e

em coriocarcinomas.

IE]'FS. Coriocarcinoma Gravidez l 3§E:{Fﬁ
STAT3 STAT-3

AGRESSAO SUPRESSAO

A
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V. MATERIAL E METODOS
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1. DESENHO DE ESTUDO:
A) Estudo exploratério observacional, retrospectivo, sem intervencao, realizado a partir
de material fixado em formalina e embebido em parafina, proveniente de:
e material de curetagem em abortos de primeiro trimestre
e placentas normais a termo

e coriocarcinoma

B) Estudo observacional, sem intervencdo, prospectivo, comparado com controle,
realizado a partir de cultivo celular de:
e placentas normais a termo
e linhagem celular imortalizada de coriocarcinoma humano, denominado

BeWo

2. CONSTITUICAO DA AMOSTRA

A) Para o estudo retrospectivo a partir de material fixado:

Foram selecionados 12 casos de abortos de primeiro trimestre gestacional, 12 casos
de placenta de gestacdo normal a termo e 12 casos de coriocarcinoma, provenientes dos
arquivos do blocario do Departamento de Anatomia Patolégica da Unicamp/FCM.

O material acima foi compreendido de bidpsias fixadas em formalina e embebidas
em parafina, cujos blocos estivessem integros e em condicOes de serem submetidos aos
ensaios de IHQ e IF. Além disso, foram selecionadas as amostras com um minimo de 3
blocos em arquivo, de modo a garantir material representativo de reserva no banco de

material biolégico.

B) Para o estudo prospectivo a partir de material fresco:

- Cultura primaria de placenta normal a termo

As placentas foram coletadas apds a liberacdo do material pelo obstetra responsédvel.
Estas eram transferidas para a sala de coleta de material, onde foram retiradas, em

condicdes de absoluta assepsia, pequenos fragmentos das vilosidades coriOnicas.
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As biopsias de placenta foram rotuladas e transferidas para o laboratério, em
frascos contendo meio de cultura Ham's F12 puro para, em seguida, foram recortadas em
pequenos fragmentos, removendo-se o sangue e material amorfo e imediatamente tratados
por digestdo enzimdtica, com solucdo ATV (associacdo tripsina-verseno), durante 60
minutos. A suspensdo celular resultante recebeu duas lavagens sucessivas em meio Ham's
F12, acrescido de 5% de SFB (soro fetal bovino). Por fim, a suspensdes celulares
resultantes (2x10° células vidveis/ml) foram transferidas para frascos de cultivo celular
Falcon X e incubadas em meio Ham's F12 contendo 20% de SFB, durante 3 a 4 horas, para
a adesdo dos macréfagos a superficie dos frascos. Neste momento as células ndo aderidas
foram transferidas, junto com o meio de cultura, para novos frascos de cultura de 20 cm’ ,
visando o cultivo primdrio das células epiteliais advindas da placenta. A adesdo ao
substrato ocorria entre 24 e 48 horas apds semeadura, apos repouso em estufa a 37°C e 5%
COa,. Durante 7 dias, os frascos recebiam apenas reposicdo de meio de cultura, de modo a
manter o meio condicionado nos respectivos frascos, de modo a facilitar a proliferacio
celular in vitro. As primeiras colonias instaladas apresentavam o tipico padrdo de células
poligonais, limites celulares nitidos e expansdes tipicas de células epitelidides aderidas ao
substrato. Nao houve, aparentemente, crescimento de células fusiformes do tipo fibroblast
like. Apés 5 a 7 dias de cultivo, os frascos recebiam a primeira troca total de meio de
cultivo, sendo o sobrenadante totalmente descartado e as colOnias aderentes lavadas com o
meio de cultivo, visando a remocdo de restos tissulares e eventuais elementos amorfos
indesejaveis.

A cada 7 dias eram feitos de 3 a 5 repiques celulares em solu¢do ATV, visando a
obtencdo de suspensdes celulares homogéneas, de crescimento uniforme ao longo do
substrato. Passado este periodo, as células em lencol semiconfluente eram removidas dos
frascos com rubber policeman, eram feitas duas centrifugacdes sucessivas e concentradas
em frascos para posterior congelamento em nitrogénio liquido, onde permaneciam até

posterior andlise pelo WB e RT-PCR.

- Cultivo da linhagem BeWo (coriocarcinoma humano)
Células da linhagem BeWo advindas do Banco de Células ATCC (American Type
Culture Collection, USA) foram mantidas em laboratério e, apds atingirem o estado de

semiconfluéncia, foram destacadas dos frascos com rubber policemann, concentradas em
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frascos especiais e criopreservadas em nitrogénio liquido, para posterior utilizacdo nos

ensaios de Western Blot e Real-time PCR, descritos a seguir.

3. TECNICAS
3.1 Imunoistoquimica (IHQ)

A imunoreatividade para IL-6, LIF e STAT-3 foi investigada nos materiais de
aborto, placenta normal a termo e coriocarcinoma, previamente incluidos e emblocados em
parafina. Cortes de 4 um de espessura seguiram o procedimento para desparafinizagcdo
(xilol 60° C, por 30 minutos/ xilol temperatura ambiente por 40 minutos) e reidrata¢do em
série de concentragcdes decrescentes de etanol.

Apés lavadas em 0,1 M tampdao Tris-salina (TBS) (TRIS-hidroximetil
aminometano, Pharmacia/Biotech, Uppsala, Sweeden), pH 7,5 as amostras foram tratadas
ao seguinte protocolo:

1. Inibicdo da enzima peroxidase enddgena — incubagcdo em 20 % de perdxido de
hidrogénio em metanol, 3 X 10 min; ou da enzima enddgena fosfatase alcalina —
incubacdo em 5% 4cido acético em TBS; 10 min.

2. Resgate dos sitios antigénicos — imersdo das laminas em tampao TRIS-EDTA (pH
8,9, TRIS-hidroximetil aminometano, Pharmacia/Biotech, Uppsala, Sweeden) ou
tampao citrato (0,2 M, pH 6,0, Merck, Darmstadt, Alemanha) a 95°C, por 30 min.

3. Incubacdo com o anticorpo primdrio diluido em TBS + 1% BSA em camara umida
(overnight a 4° C) (Tabela 1)

4. Controles negativos — a incubagdo com o anticorpo primdrio foi substituida por
incubagdo em TBS + 1% BSA.

5. Incubagdo com o anticorpo secunddrio por 30 min, a temperatura ambiente (Tabela
1).

6. Para a imunodetec¢do de IL-6, LIF e STAT-3 - revelacdo da atividade peroxidase
com 0,66 mg/mL 3,3’ diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, EUA) acrescido de 0,3 % de peroxido de hidrogénio, por 10 min.

Apés cada etapa de incubacdo (acima mencionadas) as amostras foram lavadas em

solucdo tampao TBS, pH 7,5. Ao final da reacdo, foram lavadas em &4gua destilada e
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rapidamente contra-coradas com hematoxilina de Mayer por 1 min. Apds estarem secas, as

laminas foram cobertas com laminulas e aderidas de forma permanente pela cobertura com

resina Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).

As amostras foram observadas ao microscopico de luz convencional (Optiphot-2,

Nikon) e as imagens capturadas com o auxilio de uma camera digital (Nikon Coolpix 995,

Media Cybernetics, Japao).

Tabela 1: Anticorpos primdrios e secundarios empregados neste estudo — descri¢do,

dilui¢do e estruturas marcadas

Molécula | Anticorpo | Anticorpo Procedéncia Diluicoes Estrutura
Primario | Secundario HO IF WB Marcada
IL-6 Anticorpo Anti-mouse Santa Cruz Citoplasma
monoclonal | IgG Biotechonology, 1:100 1:100
mouse anti- | conjugado CA, USA
IL-6 (1) com
peroxidase
LIF Anticorpo Anti-goat IgG | Santa Cruz Citoplasma
monoclonal | conjugado Biotechonology, 1:50 1:50
goat  anti- | com CA, USA
LIF (N18) peroxidase
STAT-3 Anticorpo Anti-mouse Santa Cruz Citoplasma
monoclonal | IgG Biotechonology, 1:200 1:100
mouse anti- | conjugado CA, USA
STAT-3 (F- | com
2) peroxidase
B-actin Anticorpo Anti-mouse Sigma Chemical
*) monoclonal | IgG Co., St Louis, 1:1.000
mouse anti- | conjugado MO, EUA
B-actin com
peroxidase
pSTAT-3 | Anticorpo Santa Cruz
monoclonal Anti mouse | Biotechonology, Niucleo
mouse anti- IgG-FITC CA, USA 1:50 1:100
pSTAT-3
(9E12)

(*) Empregada como controle para a andlise proteica por Western blotting

3.2 Imunofluorescéncia (IF)

A imunofluorescéncia foi utilizada para visualizacdo da reacdo do anticorpo STAT-

3 fosforilado, a partir material fixado e incluido em parafina das bidpsias de aborto,

placenta normal a termo e coriocarcinoma para validar se havia expressdao nuclear. Cortes
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de 4 um de espessura seguiram o procedimento para desparafiniza¢do (30 min em estufa a
60°C e xilol por 5 minutos) e reidratacdo em série em concentracdes decrescentes de etanol.
Apés lavadas em 0,1 M tampdao Tris-salina (TBS) (TRIS-hidroximetil
aminometano, Pharmacia/Biotech, Uppsala, Sweeden), pH 7,5 as amostras foram tratadas
como o seguinte protocolo:
1. Recuperacdo antigénica — imersdo das laminas em citrato (0,2 M, pH 6,0, Merck,
Darmstadt, Alemanha) em micro-ondas por 1 min na poténcia mixima.
2. Eliminagao de autofluorescéncia - imersao das laminas em solucdo de dgua + 3% de
H,0; por 5 min.
3. Bloqueio de interac@o inespecifica com soro de animal da mesma espécie em que
foi criado o anticorpo secunddrio diluido a 5% em PBS-T (tampao PBS com 0,2%
de Tween) a 37 °C por 30 min
4. Incubacdo com o anticorpo primdrio diluido em TBS + 1% BSA em camara imida
(overnight a 4° C) (Tabela 1)
5. Incubagdo com o anticorpo secunddrio por 1 a 2 horas, em temperatura ambiente

(Tabela 1).

ApOs cada etapa de incubacdo, as laminas foram lavadas em solugdo tampao TBS,
pH 7,5 e recobertas com laminulas em glicerina tamponada.

As amostras foram observadas ao microscopico de fluorescéncia (Zeiss Axiophot 2)
e as imagens capturadas com o auxilio de uma camera digital (Canon Power Shot GS5,

USA).

3.3 Imunoprecipitacio e Western Blotting (WB)

3.3.1- Extracao dos tecidos

Células provenientes de material fresco de placenta normal a termo e sua cultura
priméria, e de linhagem BeWo foram cultivadas e homogeneizadas em 1,0 ml de tampao de
extracdo de proteinas (1% Triton-X 100, 100 mmol/l Tris-HC1 (pH 7.4), 100 mmol/l
pirofosfato de sédio, 100 mmol/l fluoreto de s6dio, 10 mmol/l EDTA, 10 mmol/l
ortovanadato de s6dio, 2 mmol/l PMSF, 0.2 mg/ml aprotinina) a 4°C. Os fragmentos

45



celulares foram centrifugados por 20 minutos; 11.000 rpm, 4° C, para remocao do material
insolivel e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. A determinacdo do conteido de
proteinas totais foi realizada pelo método de biureto, utilizando-se 1,0 ml deste reagente
para 20 pl de amostra. Posteriormente foi feita a leitura da quantificacdo das proteinas em
espectrofotometro em comprimento de onda de 540 nan6metros. Apds a quantificacdo de
proteinas nas amostras, 800 pg de proteinas foram utilizados para imunoprecipitacdo de

proteina.

3.3.2- Imunoprecipitaciao de proteinas

A técnica de imunoprecipitacdo de proteinas consiste na incubacdo de certa
quantidade de um extrato proteico com anticorpos especificos. Neste estudo, 800ug de
proteina total foram incubados com os respectivos anticorpos primdrios "overnight" a 4°C.
Estes se ligam as suas proteinas especificas, formando um complexo anticorpo-proteina. No
dia seguinte, este material foi incubado por 2 horas com 35 pl de proteina secunddaria (ja
especificados acima) a 4°C. Desta maneira, o complexo anticorpo-proteina liga-se a
proteina secunddria, a qual por ser pesada, precipita, formando um imunoprecipitado. Apds
esta incubagdo, foram feitas trés lavagens seguidas de centrifugacdo, com tampao
especifico. As proteinas precipitadas foram tratadas com tampao de Laemmli contendo 100
mM de DTT e aquecidas em dgua fervente por 5 min. Em seguida, foram colocadas para

eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE.

3.3.3- Western Blotting (WB)

A concentragdo dos géis de poliacrilamida para a andlise de proteinas é determinada
conforme o tamanho destas. As proteinas IL-6, LIF e STAT-3 apresentam peso molecular
de 21-28 KDa, 45KDa e 91KDa, respectivamente. As duas primeiras, devido ao seu
pequeno tamanho, foram colocadas em gel de poliacrilamida a 10%, enquanto que, para a
ultima, empregou-se gel de poliacrilamida a 8%.

A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi
realizada em aparelho miniaturizado de transferéncia da BIO-RAD, a 120 V, por 2 horas. A
ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo-especificas foi reduzida por pré-incubacdo da
membrana em tampao de bloqueio (5% leite em p6 desnatado, 10 mmol/l Tris, 150 mmol/1

NaCl, 0,02% Tween 20) a 4°C, “overnight”. Apds o bloqueio, a membrana foi novamente
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incubada nas mesmas condi¢cdes com anticorpos especificos anti-IL-6, anti-LIF e anti-
STAT-3, diluidos em 10 ml de solucdo basal e 3% de albumina bovina (95% pureza, Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA). As bandas proteicas especificas foram vistas por meio
de reacdo de anticorpos tercidrios conjugados a peroxidase e detectados por
quimioluminescéncia (Kit Pierce ECL, Rockford, IL, EUA). As membranas foram expostas
a um filme de RX em cassete apropriado. As dreas das bandas identificadas na radiografia
foram quantificadas por densitometria Optica. Para tal, foi utilizado um scanner de uma
impressora multifuncional HP PSC 1315 (HP ®) e o empregado o programa Image J 1.44p
(National Institutes of Health, EUA®).

3.4 Extracao do RNA

Os fragmentos de material fresco de placenta normal a termo e células de sua
cultura primdria, assim como células de linhagem BeWo conservados em Qiazol Lysis
Reagent (Qiagen, Duesseldorf, Germany) foram descongelados rapidamente seguindo-se a
extragdo do RNA total segundo ensaio com Trizol (Invitrogen Corporation, CA, USA).
Para tal, apés o descongelamento das células, foram adicionados 250 pL de cloroférmio
para cada 1 mL de Trizol, homogeneizando-se por inversdo e centrifugando-se a 10.500 g
por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e colocado em novo frasco, no qual foi
precipitado com 500 pL de isopropanol (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) durante
10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 10.500 g por 10 minutos, a 4° C e, os pellets
aderidos na parede do frasco foram ressuspendidos em 500 pL de 75 % etanol. Apds nova
centrifugacdo a 8.400 g por 10 min, a 4° C, as amostras foram solubilizadas em 30 pL de
agua MiliQ, quantificada e, a concentracdo e pureza do RNA total, calculadas por
espectrofotometria, na absorbancia Ajepe por meio da relacdo Azeso/Azso respectivamente.

Para a produgdo do cDNA utilizou-se o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), sendo a concentracdo final do
cDNA de 3,0 pg. Este cDNA foi diluido segundo a concentracdo necessdria para a
amplificacdo eficiente de cada gene, sendo esta eficiéncia verificada segundo método

descrito abaixo.

47



3.5 PCR quantitativo (QPCR) — Real Time PCR

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagManTM (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA), que € constituido por um par
de primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. Para os genes da telomerase, IL-6,
LIF e STAT-3 utilizamos respectivamente os seguintes assays (TagManTM - Applied
Biosystems®) Hs00162669_m1, Hs00985639_ml, Hs00171455_m1 e Hs01047580_ml.

O gene GAPD Human (TagManTM - Applied Biosystems®), Part number
4352338E, foi o escolhido como controle endégeno da reagcdo, que serve para normalizar a
expressdo do gene de interesse nas diferentes amostras. A sonda GAPD esta marcada com o
fluoréforo VIC, enquanto os primers para os alvos estdo marcados com o fluoréforo FAM.

Antes de iniciarmos os experimentos de quantificacdo relativa da expressdao de
qualquer gene, realizamos a validacdo do sistema gene alvo, no caso, telomerase, IL-6, LIF
e STAT-3 com o controle endégeno GAPD human. Verificamos que as eficiéncias de
amplificacdo dos genes foram préximas a 100%. Esse passo € essencial para que o controle
endogeno possa ser utilizado para normalizar os valores de expressdo relativa do gene de

interesse.

3.6 Validacao da eficiéncia dos genes de interesse

A validacdo consiste na amplificagcdo, tanto com os primers dos genes de interesse
quanto com o do controle endégeno, dos cDNAs em triplicata, em cinco concentragdes
diferentes (dilui¢des seriadas) de uma amostra escolhida aleatoriamente. Em seguida, foi
construida uma curva padrdo a partir do logaritmo da concentracdo das amostras pelo Ct
[Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de amplificacdo atravessa o limiar de detec¢do
(Threshold), o qual € definido arbitrariamente]. Nessa curva, foram obtidos os valores da
inclinacdo (slope) da curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa forma, a efici€éncia
do um sistema € calculada através da formula:

E = 10(-1/slope) -1.

Para a placa de validagdao do gene da telomerase foram feitas triplicatas de uma
amostra de cDNA do material fresco de placenta normal a termo e sua cultura primadria, e
da linhagem celular de coriocarcinoma em 7 concentra¢des diferentes (dilui¢Oes seriadas de

5%).
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Ap6s o cdlculo das eficiéncias de amplificacdo de cada gene de interesse e do
controle endégeno, foi construido um gréafico de dispersdo, o qual tem por finalidade definir
qual € a amplitude de concentragdes para as quais o sistema € eficiente. Para a construgao
do gréfico, foram utilizados os mesmos valores de logaritmo da concentragdo das amostras
no eixo X e a diferenca entre as médias dos Cts do controle enddgeno e as médias dos Cts
do gene de interesse para cada concentracdo no eixo Y. A seguir, foi obtida uma linha de
tendéncia para estes valores, que possui uma equacdo de reta na qual € possivel verificar o
valor da inclinag¢do desta reta. Para que um sistema seja considerado eficiente, o valor da
inclinacdo deve ser menor que 0,1 (quanto mais préoximo de zero for este valor, menor € a
inclinacdo da curva e, portanto, mais constante é a diferenca entre as médias dos Cts do
gene de interesse e do controle enddgeno). Os pontos no grafico, correspondentes as
concentragdes, que estiverem mais proximos a linha de tendéncia sdo considerados
validados (o sistema tem 100% de efici€éncia nestas concentracgoes).

Para a quantificacdo relativa do gene em estudo, as reacdes de PCR em tempo real
foram em duplicata a partir de: 6,25uL. de TagMan Universal PCR Master Mix 2x, 0,625uL
da solugdo de primers e sonda, 1,625uL de dgua e 4,0uL. de cDNA, sendo que no controle
negativo, foi adicionado 4,0 pL de dgua ao invés do cDNA. As condi¢cdes de ciclagem
utilizadas foram: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 60°C
por 1 min. Os valores da expressdo génica relativa foram obtidos pela andlise dos
resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems®). No programa
BioEstat 3.0 foram realizados os testes estatisticos two-way ANOVA com replicagdo
(andlise de variancia) e Kruskal-Wallis para verificar se ha diferenca significativa na

expressdo do gene de interesse.

3.7 Analise Estatistica

A expressdo citoplasmatica obtida nas reagdes imunoistoquimicas de IL-6, LIF e
STAT-3 foi considerada leve, moderada ou intensa, de acordo com a intensidade da
coloracio.

As bandas de proteinas obtidas no ensaio de Western Blotting foram quantificadas
por densitometria digital usando o software Image J (Image J 1.42q, NIH, Bethesda,
Maryland, USA).

49



Os valores médios + EPM (erro padrdao de medida) obtidos a partir de exames de
densitometria, PCR em tempo real, bioquimicos e determina¢des metabdlicas foram
comparados de acordo com os seguintes grupos de dados: para IHQ e IF: aborto, placenta
normal e coriocarcinoma; para WB e PCR em tempo real: material fresco de placenta
normal, cultura primédria de placenta normal e linhagem de células BeWo.

Além das estatisticas descritivas, foram realizadas comparacdes entre os dados por
meio dos testes de Qui-quadrado para comparacdo de proporgdes e os testes de Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis para comparacdo de médias, atribuindo-se como resultado
estatisticamente significante para os valores de p < 0,05. Todas as analises foram realizadas

utilizando-se o programa comercial PASW Statistics (SPSS) 18.0.

50



VI. ASPECTOS ETICOS
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Foram respeitados os principios da Declaracdo de Helsinque (World Medical
Association, 2000). Com a finalidade de manter em sigilo a identidade das mulheres, as
laminas obtidas a partir dos blocos de parafina foram recebidas apenas com o nimero
interno de identificagdo. O nimero de registro do hospital e o nimero da bidpsia que,
eventualmente, poderiam permitir identificar estas mulheres foram destacados da ficha de
registro de informacdes antes da digitacdo dos mesmos em planilha.

Considerando a abordagem retrospectiva do estudo, que utilizou material biologico
arquivado, que ndo resultou em mudanga para o tratamento das pacientes, o Comité de
Etica em Pesquisa local aprovou o estudo com dispensa de aplicacio do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Parecer N° 368/2009) para as bidpsias
arquivadas no Departamento de Anatomia Patologica. Para coleta das placentas fresco foi
aplicado o Termo de Livre e Esclarecido (TCLE) as gestantes em inicio de trabalho de

parto que concordaram em participar da pesquisa (anexo 1).
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VII. RESULTADOS
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6.1 Imunodetecciao em Material de abortos

leve, moderada ou intensa, de acordo com a intensidade da coloragdo.

A expressao citoplasmatica para as reacdes de IL-6, LIF e STAT-3 foi considerada

Em bidpsias de abortos, observaram-se células moderadamente reativas para 1L-6

no citotrofoblasto e no sinciciotrofoblasto das vilosidades coriais, em 58,4% dos casos (Fig.

5 B-C). Para LIF, nenhuma imunomarcacio foi observada (Fig. 5 E-F), enquanto que o

STAT-3 mostrou intensa coloracdo em 33,3% das bidpsias analisadas e sendo localizadas

nas células deciduais, células do cito e sinciciotrofoblasto viloso e trofoblasto nao viloso,

assim como em células mesenquimatosas dos vilos (Tabela 2; Fig. 5 H-I; Fig. 8).

Para verificar a presenca de STAT-3 fosforilada (pSTAT-3), foram realizados

ensaios de imunofluorescéncia em bidpsias de aborto. Entretanto, ndo se observou

expressao nuclear da molécula em qualquer dos materiais estudados. (Fig. 5 K-L).

Tabela 2. Imunodetecciao de IL-6, LIF, STAT-3 e pSTAT-3 em Abortos

| Citocinas Intensa Moderada Fraca Negativa
IL-6 (N=12) 0,0 % 584 % 333 % 8,3 %

LIF (N=12) 0.0% 0,0 % 0,0 % 100,0 %
STAT-3 (N=12) 333 % 50,0 % 16,7 % 0,0 %

pSTAT-3 (N=12) 0,0 % 0,0 % 0,0 % 100,0 %
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Figura 5. Cortes histolégicos em HE e imunodetec¢ao em Bidpsias de Abortos para IL-6 (B-C), LIF (E-F),
STAT-3 (H-I) e Imunofluorescéncia para STAT-3 fosforilada (pSTAT-3) (K-L). E possivel observar a
reacdo positiva no citoplasma das células trofoblasticas e da decidua basal para IL-6 e STAT-3 e reacdo negativa
para LIF e STAT-3 fosforilada. Observe células reativas (cabeca das setas) na decidua (d), vilos (v),
mesénquima (m), vasos vilosos (vv) e capilares fetais (fc). Observe que na reacio de imunofluorescéncia nao ha
marcacdo nuclear e o material fluorescente corresponde a hemacias. (Objetiva 4X: E; objetiva 10X: B, D, F, G,
H, K, L; objetiva 40X: A,C,L,J)
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6.2 Imunodetecciao em Material de placenta normal

A expressdo citoplasmdtica para as reagdes imunoistoquimicas de IL-6, LIF e
STAT-3 foi considerada leve, moderada ou intensa, de acordo com a intensidade da
coloracao.

Em material de placenta normal a termo observou-se intensa expressao para [L-6 em
50% dos casos com células imunorreativas em diferentes compartimentos da placenta e da
decidua. Nos vilos coridnicos, IL-6 foi expressa no citoplasma do sinciciotrofoblasto, em
células endoteliais de capilares e vasos fetais, em células musculares dos vasos vilosos e em
células mesenquimatosas do estroma viloso. Na regido da decidua, houve expressao
principalmente nas células do citotrofoblasto extraviloso, mas, ocasionalmente, em células
endoteliais e em células musculares dos vasos (Tabela 3; Fig. 6 B-C; Fig. 9).

Em relacdo a expressdo de LIF, esta foi nula (Fig. 6 E-F), enquanto que a expressiao
de STAT-3 mostrou-se intensa em 16,7% dos casos no cito e sinciciotrofoblasto das
vilosidades coriais, em algumas células da decidua e nas células do trofoblasto extra-viloso
na decidua basal (Fig. 6 H-I).

Reacdo de Imunofluorescéncia foi realizada com o intuito de verificar se havia
expressdo nuclear para STAT-3 fosforilada em placentas normais a termo, onde observou-

se expressao negativa (Fig. 6 K-L).

Tabela 3. Imunodeteccao de IL-6, LIF, STAT-3 e pSTAT-3 em Placenta Normal

Citocinas Intensa | Moderada Fraca Negativa

IL-6 (N=12) 50,0 % 333 % 16,7 % 0,0 %

LIF (N=12 0,0 % 0,0 % 0,0 % 100,0 %
STAT-3 (N=12) 16,7 % 75,0 % 8,3 % 0,0 %
pSTAT-3 (N=12) 0,0 % 0,0 % 0,0 % 100,0%
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Figura 6. Cortes histolégicos em HE e Imunodetec¢ao em Placenta Normal a termo para IL-6 (B-C), LIF
(E-F), STAT-3 (H-I) e Imunofluorescéncia para STAT-3 fosforilada (K-L). Observam-se células reativas
(cabeca das setas) no citotrofoblasto extraviloso (Evct), no vilo (v), no endotélio dos vasos vilosos (vv) e na
decidua basal (d). Observe que na reacdo de imunofluorescéncia ndo hd marcacdo nuclear e o material
fluorescente corresponde a hemacias. (Objetiva 10X: A,B,C, E, H, I; objetiva 40X:D, F, G, J, K, L)
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6.3 Imunodeteccio em Material de coriocarcinoma

A expressdo citoplasmdtica para as reagdes imunoistoquimicas de IL-6, LIF e
STAT-3 foi considerada leve, moderada ou intensa, de acordo com a intensidade da
coloragao.

Em material de coriocarcinoma observou-se expressao de IL-6 nas células
neopldsicas do cito e sinciciotrofoblasto de forma semelhante a observada nas placentas
normais, com grau intenso em 50% dos casos (Tabela 4; Fig. 7 B-C; Fig. 10).

Em relacdo a expressio de LIF, novamente se apresentou nula (Fig. 7 E-F),
enquanto que STAT-3 foi intensamente expressa no citoplasma do cito e
sinciciotrofoblasto, em células endoteliais, células musculares dos vasos sanguineos, assim
como em células deciduais do estroma e endométrio residual em 75% dos casos, quando
existentes na amostra da bidpsia do coriocarcinoma (Fig. 7 H-I).

A reacdo de imunofluorescéncia foi realizada com o intuito de verificar se havia
expressao nuclear para STAT-3 fosforilada (pSTAT-3), porém o resultado foi negativo

também (Fig. 7 J-L).

A andlise estatistica comparativa entre os 3 grupos estudados (aborto, placenta
normal a termo e coriocarcinoma) mostrou diferencgas estatisticamente significantes para o
STAT-3 (p=0,037), mas ndo para IL-6 (p=0,092). Porém, quando se comparam os grupos
entre si, a andlise do IL-6 mostrou valores estatisticamente significantes entre a expressao
no grupo de aborto em relacdo a placenta normal (p=0,037) e entre aborto e coriocarcinoma

(p=0,028).

Tabela 4. Imunodeteccao de IL-6, LIF, STAT-3 e pSTAT-3 em Coriocarcinoma

| Citocinas Intensa  Moderada Fraca Negativa
IL-6 (N=12) 50,0 % 41,7 % 8,3 % 0,0 %
LIF (N=12 0,0 % 0,0 % 0,0 % 100,0 %
STAT-3 (N=12) 75,0 % 25,0 % 0,0 % 0,0 %
pSTAT-3 (N=12) 0,0 % 0,0 % 0,0 % 100,0%
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Figura 7. Cortes histolégicos em HE e Imunodeteccio em Bidpsias de Coriocarcinoma de IL-6 (B-
C), LIF (E-F) e STAT-3 (H-I) e Imunofluorescéncia para STAT-3 fosforilada (K-L). Observam-se
células reativas (cabeca das setas) no citotrofoblasto (Ct) e sinciciotrofoblasto (Sc). pSTAT-3 ndo
apresentou express@o nuclear a imunofluorescéncia. (Objetiva 10X: A, D, F, G, H, J; objetiva 40X: B, C,
E, LK, L)
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Imunodeteccdo em Bidpsias de Abortos
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Figura 8. Imunodeteccao de IL-6, LIF, STAT-3 e pSTAT-3 em Abortos: relacio da intensidade
da reacdo e a porcentagem de casos reagentes. Notar a moderada expressdo de IL-6, intensa e
moderada expressao de STAT-3 e expressdo nula de LIF e pSTAT-3 em todos os casos estudados.
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100,0%
90,0% [~
80,0%

o L
70,0% ) i Intensa
60,0% | {
so0% 1 ® Moderada
40,0% Pa M Fraca
30,0% /_ W Negativa
20,0%
10,0%
IL-6 LIF

0,0%
STAT-3 PSTAT-3

\

Figura 9. Imunodeteccao de IL.-6, LIF, STAT-3 e pSTAT-3 em Placenta Normal a Termo:
relacdo da intensidade da reacdo e a porcentagem de casos reagentes. Notar expressdo intensa e
moderada de IL-6 e STAT-3; LIF e pSTAT-3 ndo foram expressas em todos os casos estudados.

Imunodetec¢do em Bidpsias de Coriocarcinoma
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Figura 10. Imunodeteccao de IL-6, LIF, STAT-3 e pSTAT-3 em Coriocarcinomas: relacdo da
intensidade da reacdo e a porcentagem de casos reagentes. Notar a expressdo intensa e moderada de
IL-6 e STAT-3 e expressdo nula para LIF e pSTAT-3 em todos os casos estudados.
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6.4 Analise Proteica de IL-6, LIF, STAT-3 e STAT-3 fosforilada em material fresco
por Western Blotting

Na Figura 8, observamos bandas de aproximadamente 43 KDa detectadas pelo
anticorpo B-actina utilizado como controle de reacdo nas amostras de material fresco de
placenta normal, sua cultura primdria e da linhagem BeWo.

Foi observada expressdo proteica de IL-6 em amostras de material fresco de
placenta normal, mas auséncia de expressdo em sua cultura primdria e nas linhagens de
BeWo. Em relacdao a expressdo de LIF, foi muito fraca no material fresco de placenta
normal e ausente na cultura primdria de placenta normal e na linhagem BeWo.

A andlise de STAT-3 foi realizada com o intuito de verificar a expressio proteica no
citoplasma e no nucleo, e para este ultimo utilizamos um anticorpo de STAT-3 fosforilada
(pSTAT-3). Observamos que houve deteccdo proteica citoplasmdtica para STAT-3 em
todos os grupos estudados, sendo a expressdo na placenta normal semelhante a da linhagem
BeWo, porém menor na cultura primaria de placenta normal a termo. Em relacdo a
expressao nuclear da pSTAT-3, esta foi ausente em todos os grupos estudados. (Tabela 5;

Fig. 11; Fig. 12).

A andlise estatistica comparativa das médias dos resultados do WB entre os 3
grupos (placenta fresco, cultura primdria de placenta e linhagem BeWo) ndo demonstrou
diferengas significantes para STAT-3, com p=0,180 (Kruskal-Wallis). A andlise
comparativa dos grupos entre si (Mann-Whitney), também ndao mostrou diferencas, com

valores ndo significantes para STAT-3, entre os grupos (p=0,083, p=0,083 e p=0.121).

Tabela 5 — Expressao Proteica de IL-6, LIF, STAT-3 e pSTAT-3 em material fresco de
placenta normal, sua cultura primaria e linhagem celular BeWo (WB)

Material  Bactina | IL-6 LIF  STAT-3 pSTAT-3
Material fresco de Placenta Normal 145.755 123.403 51.937 | 109.198 0.0
Cultura Primdria de Placenta Normal 167.647 0.0 0.0 49.689 0.0
Linhagem BeWo 219.647 0.0 0.0 108.759 0.0
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Figura 11. Western blotting para identificacdo proteica de B-actina (como controle de reacio) (42
KDa), IL-6 (21-28 KDa), LIF (22 KDa), STAT-3 (86-91 KDa) e pSTAT-3 (86-91 KDa) em
amostras de tecido fresco de placenta normal, cultura primdria de placenta normal e linhagem
celular BeWo. IL-6 ndo foi expresso nas amostras de cultura primdria de placenta normal e BeWo,
STAT-3 foi expresso em todas as amostras, enquanto que nao houve expressdao de pSTAT-3; LIF
foi fracamente expresso apenas no tecido fresco de placenta normal.
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Figura 12. Expressao Proteica de p actina, IL-6, LIF, STAT-3 e STAT-3 fosforilada (pSTAT-
3) em material fresco de placenta normal, sua cultura primaria e linhagem celular BeWo
(Western Blotting). Observa-se expressdo de IL-6 e LIF nos materiais a fresco de placenta normal
e auséncia na cultura primdria e na linhagem BeWo. Nota-se expressdo de STAT-3 e auséncia de
pSTAT-3 em todos os grupos.
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6.5 Expressao Génica de IL-6, LIF, STAT-3 e Telomerase em Material fresco
detectada por Real-Time PCR
Antes de iniciarmos os experimentos de quantificacdo relativa da expressdao de

qualquer gene, realizamos a validagcdo do sistema gene alvo, no caso, telomerase com o
controle endégeno GAPD human. Verificamos que as eficiéncias de amplificacdo dos
genes foram proximas a 100%. Esse passo € essencial para que o controle endégeno possa
ser utilizado para normalizar os valores de expressdo relativa do gene de interesse.

As andlises do gene para telomerase Hs00162669_ml (TagManTM - Applied
Biosystems®), por real-time PCR, mostraram expressdo positiva e fortemente aumentada
nos coriocarcinomas em relacdo as amostras de tecido a fresco de placenta normal e sua
cultura primdria ( Tabela 6; fig. 13). Estas ndo apresentaram qualquer expressdo para o
mesmo gene, mas, a0 mesmo tempo, evidenciaram expressdo do gene GAPD human, de
modo a garantir a confiabilidade técnica do ensaio empregado.

Devido aos resultados obtidos a partir das andlises de Western Blotting, decidimos
realizar a andlise dos genes IL-6, LIF e STAT-3, visando confirmar os resultados da
expressdo proteica. Para tanto, utilizamos os respectivos genes: Hs00985639_m,
Hs00171455_ml e Hs01047580_m1 (TagManTM - Applied Biosystems®).

A andlise génica de IL-6, LIF e STAT-3 mostrou resultados consistentes com 0s
observados na andlise de WB. E possivel observar que na andlise génica, IL-6 apresentou
expressao forte nos materiais fresco de placenta normal, mas na sua cultura primdria e na
linhagem BeWo foi muito fraca (Tabela 6; Fig. 13). Em relacdo a expressdo génica para
LIF, esta também foi muito baixa em todos os grupos.

A andlise génica para STAT-3, mostrou expressdo também maior na placenta
normal fresco em relacdo a sua cultura primdria e a linhagem de células BeWo.

Por outro lado chama a atencdo a forte expressdao génica da telomerase da linhagem
BeWo contratastando com a completa falta de expressdo tanto no material fresco de

placenta normal como em sua cultura primaria.

Tabela 6. Expressio Génica de IL-6, LIF, STAT-3 e Telomerare em materiais fresco de
placenta normal, sua cultura primaria e linhagem celular BeWo (Real time PCR)

Material ~ IL-6 LIF  STAT-3 Telomerase |
Material fresco de Placenta Normal 20.65 0.33 15.078 0
Cultura Primaria de Placenta Normal 0.8325 0.41 1.41 0
Linhagem BeWo 0.479 0.2385 1.2675 2.825
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Figura 13. Expressao Génica de IL-6, LIF, STAT-3 e Telomerare em materiais fresco de
placenta normal, sua cultura primaria e linhagem celular BeWo (Real time PCR). Observa-se
muito baixa expressdo de LIF em todas os grupos e a expressdo aumentada de IL-6 e STAT-3 no
material fresco de placenta normal. A telomerase apresentou alta expressdo apenas na linhagem
BeWo.

A andlise estatistica dos resultados da expressdo gé€nica pelo Real-time PCR foi feita
pela comparacdo das médias (Kruskal-Wallis) entre os 3 grupos (tecido fresco de placenta,
cultura primdria de placenta normal e linhagem BeWo). Nao houve diferencas entre os
grupos estudados para IL-6 (p=0,180), LIF (p=0,276) e STAT-3 (p=0,102). Ao fazermos as
andlises estatisticas dos grupos entre si (Mann-Whitney), também ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas (valores de p variando de 0,121 a 0,439).
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VIIIL. DISCUSSAO
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7.1 Morfologia Placentaria

Na placenta normal, o trofoblasto pode ser classificado de acordo com a sua
localizag@o e caracteristicas citoldgicas, onde o trofoblasto viloso se refere ao trofoblasto
que reveste o vilo coridnico, enquanto que o trofoblasto do sitio de implantacdo, que se
infiltra na decidua, miométrio e vasos sanguineos ¢ chamado de trofoblasto extraviloso.

Morfologicamente, trés diferentes tipos de trofoblasto sdo descritos: o
citotrofoblasto (CT), constituido por células mononucleares responsaveis pela proliferacao,
o sinciciotrofoblasto (ST), constituido por células multinucleadas mais diferenciadas
responsaveis pela producdo de hormonios e o trofoblasto intermediario (T1), constituido por
células trofobldsticas com caracteristicas funcionais semelhantes aos tipos anteriores,
porém com formato colunar, de modo a ancorar a placenta no sitio de implantacdao
(LUNGHLI, 2007; COHEN & BISHOP, 2007, SALAMONSEN, 2009).

A semelhanga do que ocorre nas gestagdes normais, onde o trofoblasto invade o
tecido materno no primeiro trimestre da gravidez, nas doengas trofobldsticas,
principalmente no coriocarcinoma, ocorre a invasdo tecidual, porém descontrolada,
associada a ampla gama de distarbios clinicos (WELLS, 2007).

Dentre as DTG, o coriocarcinoma se destaca pela agressividade tumoral e pelo
potencial de geracdo de metastases (CHEUNG, 2003). Segundo Lurain (2010), as taxas de
mortalidade por coriocarcinoma chegam a quase 100%, na presenca de metdstases, e € de
aproximadamente 60% quando o tratamento cirdrgico € feito com aparente auséncia de
metdstase. Entretanto, estes dados sdo muito limitados, uma vez que coriocarcinomas sao
raros.

Macroscopicamente, 0 coriocarcinoma se apresenta como uma lesdo nodular tnica
ou multipla, hemorragica, circunscrita ou profundamente infiltrada no miométrio
(CHEUNG, 2003). Microscopicamente, é caracterizado por proliferacdo e anaplasia do cito
e sinciciotrofoblasto, com necrose, hemorragia, auséncia de vilosidades coriais e presenca
de invasdo vascular, o que facilita as metéastases que acometem preferencialmente os
pulmdes, cérebro, figado, pélvis e vagina, rins, intestinos e baco (LURAIN, 1990). E
composto por um padrio bifdsico com células citotrofobldsticas mononucleares rodeadas
pelos sinciciotrofoblastos multinucleares, sendo as células tumorais vidveis encontradas
principalmente na periferia da lesdo, com hemorragia e necrose no centro (CHEUNG,

2003). Este aspecto morfolégico foi observado nos nossos casos estudados, onde
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encontramos frequentemente poucos agrupamentos de células neopldsicas de permeio a

extensas areas de necrose e hemorragia.

7.2 Citocinas

Processos intracelulares como a transdu¢do de sinais sd3o um campo atrativo a ser
estudado uma vez que as células trofobldsticas controlam seu crescimento € invasao no
espaco € no tempo, principalmente na decidua e durante o primeiro trimestre gestacional
(FITZGERALD, 2008). O efeito das citocinas locais, produzidas pelos proprios
trofoblastos ou pelas células adjacentes, é mediado pelas vias multiplas de sinalizacdo
intracelular, algumas ainda ndo totalmente entendidas. Uma das vias mais importantes
parece ser o sistema integrado pela Janus-quinase e o transmissor de sinal e ativador de
transcricao (STAT), conhecido como via JAK-STAT. Muitas citocinas atuam nos multiplos

passos desta via e, no nosso estudo, estudamos a interleucina 6 (IL-6), o fator inibidor da

leucemia (LIF) e STAT-3.

7.2.1: Papel da IL-6

O sucesso da implantacdo embriondria depende da adequada orquestracdo entre
proliferagdo, migracdo e invasdo do trofoblasto no endométrio, de modo a estabelecer a
ancoragem € o suprimento sanguineo do feto, por meio da formagdo da camara vilosa
(DUBINSKY, et al., 2010). Estudos tém indicado o papel do IL-6 no controle desses
eventos € o sistema imune materno € um participante critico no estabelecimento, progressao
e manutencio da gestacdo (MUNOZ-SUANO et al., 2011).

Durante o periodo de pré-implantagdo, um ambiente pro-inflamatério facilita a
preparacdo da implantacdo do embrido e a aquisi¢do de tolerancia imune materna e, apds a
implantacdo, para a maioria das gestacOes avancadas, passa a prevalecer um ambiente anti-
inflamatorio, o qual ird restringir o sistema imunitario, sustentando células regulatdrias
supressoras que sao uma caracteristica da tolerancia na gravidez. Ao final da gestacdo, um
ambiente pré-inflamatério novamente surge, definindo o cendrio do parto e do nascimento

(PRINS et al., 2012).
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Estudos de Gutiérrez e col. (2004) tém demonstrado o papel da IL-6 neste processo,
em razao de suas conhecidas funcdes tanto pro como anti-inflamatérias, dependendo do
estagio do processo reprodutivo (HILL et al., 1995; RAGHUPATHY, 1997).

Tanto a deficiéncia quanto o excesso de IL-6 podem gerar problemas reprodutivos,
levando a um interesse renovado na forma como essa citocina contribui para a fertilidade e
infertilidade (PRINS et al., 2012).

De acordo com Prins et al. (2012), a proteina IL-6 e seu RNAm sdo expressos no
tecido decidual e na placenta ao longo da gestacdo, em diferentes concentragdes
dependendo do periodo (DE et al., 1992). Isso porque a citocina IL-6 estd diretamente
relacionada com a angiogénese e o remodelamento vascular requerido para a morfogénese
no inicio da gestacdo. Além disso, € responsdvel pelo controle do balango entre as
propriedades aderentes da invasdo adquiridas pelo trofoblasto na morfogénese placentéria,
com diferentes efeitos na sua expressdo génica, dependendo do estdgio de diferenciacao
(CHAMPION et al., 2012), indicando que sua bioatividade ao longo da gestacio parece ser
muito bem regulada.

Nossos dados das reacdes imunoistoquimicas confirmaram os relatos da literatura
(JAUNIAUX et al., 1996; PAULE et al.,2000), uma vez que a IL-6 esteve presente desde
os primeiros estdgios de diferenciacdo, representados pelas amostras de aborto de primeiro
trimestre, com intensificacdo desta expressdo ao longo da gestacdo (placentas normais a
termo) e mantendo este alto padrdo durante a carcinogénese do tecido trofobléstico, no
coriocarcinoma. Por outro lado, a perda de expressdo génica e proteica de IL-6 nos tecidos
cultivados in vitro reforca a idéia de que esta citocina deve ser requisitada nos processos de
invasdo e proliferacdo celular, os quais sdo paulatinamente desativados durante a formacao
do lencol confluente na cultura (KRUSE & MIEDEMA, 1965).

Segundo Jasper e col. (2007) a moderada expressao de IL-6 nos materiais de abortos
€ consistente com as fun¢des conhecidas de IL.-6 na coordenagdo do equilibrio de fenétipos
de células T, gerando populacdes celulares necessérias para o estabelecimento da tolerancia
imunolégica na gravidez. A alta expressdo de IL-6 nas placentas normais a termo estd
diretamente relacionada com os processos fisiolégicos do parto, uma vez que a IL-6
estimula a contratilidade uterina por meio da inducdo da expressdao de ocitocina (FANG

et.al. 2000).
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De acordo com Fujisawa e col. (2000), a IL-6 também € responsdvel ndo s6 por
promover o desenvolvimento de células progenitoras hematopoiéticas em fetos e recém-
nascidos (GARDNER et al., 1990), mas também por atuar no suprimento adequado de
sangue para as células neopldsicas e seu crescimento tumoral progressivo (MOTRO, et al.,
1990), concordando com nossos resultados que evidenciaram intensa expressao
imunoistoquimica desta citocina nas bidpsias de coriocarcinoma.

O papel das citocinas na regulacdo das fungdes celulares da placentacdo humana
pode ser comprovado por Laird (1994) e Tabibzadeh er al. (1995). Estes autores
demonstraram que a IL-6 foi produzida in vitro pelas células estromatosas e epiteliais do
endométrio humano, em resposta ao estimulo pela IL-1 e pelo fator de necrose tumoral
(TNF), resultando na inibi¢do de proliferacdo das células do epitélio glandular endometrial.

Comparando estas observacdes acima com nossos dados, € bem provavel que
resultados diferentes seriam obtidos se analisdssemos a producdo de IL-6 durante as fases
de adesdo ao substrato e formacdo de colonias, durante os 3 primeiros dias de implantacao
das células ao sistema in vitro. Nossos resultados sugerem ainda que IL-6 deve ser um
importante fator de invasdo proliferativa da placenta normal e que € mantido durante a
carcinogénese, se considerarmos os resultados das amostras de coriocarcinoma

Visando esclarecer alguns desses aspectos, alguns autores empregaram ensaios
imunocitoquimicos a culturas primdrias de placentas, advindas de material de aborto,
revelando que a IL-6 expressa no trofoblasto interagia com seus receptores, estimulando a
liberacdo de gonadotrofina coridonica humana (HCG) e promovendo o processo de
implantacio e desenvolvimento embriondrio (NISHINO et al., 1990). Isso acontece porque
a IL-6 promove diretamente a liberacdo de hormonios pituitarios, incluindo horménio do
crescimento (GH), prolactina (PRL) e luteinizante (LH), estimulando também a liberacao
de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) que secreta HCG no trofoblasto, ativando
diferentes vias de sinaliza¢do na placenta para estimular sua liberacdo (NISHINO et al.,
1990).

A expressao de IL-6 também tem sido descrita em outros tipos de neoplasias, como
em células de carcinomas renais. Segundo Paule er al. (2000), a [L-6 expressa por estas
células sugere que, em razdo do fator de crescimento autdcrino atribuido a essa citocina,
sua acdo pode exercer um efeito estimulador nas células primérias do carcinoma renal. A

IL-6 também ¢ fortemente expressa em tumores metastaticos, reforcando seu papel na

69



invasdo tecidual exercida pelas células neopldsicas (COSTES et al. 1997; PAULE et al.,
1998; FITZGERALD, et al., 2008).

Assim, a auséncia de expressdo proteica e génica verificada nos cultivos celulares e
a presenca da citocina nos tecidos fixados parecem comprovar a sua importancia no
processo de invasdo e proliferacdo tissular, independentemente do seu cardter maligno

(FUJISAWA et al., 2000).

7.2.2 Papel do LIF

Muitos paralelos podem ser tragados entre a gestacao e o cancer, principalmente no
que se refere a capacidade de invasdo do utero pelas células trofoblésticas, tanto no sentido
morfoldgico quanto funcional (FITZGERAL et al., 2005).

Na literatura, uma das principais citocinas que atuam nesse processo € a LIF,
comprovadamente critica para a placentacdo de camundongos. Nestes roedores, sua
producdo pelo endométrio € espacial e temporariamente distinta, atuando ainda na invasao,
migracdo e proliferacao do trofoblasto (MORRISH et al., 1998).

Desde 1992, Stewart e seu grupo sugeriram que a LIF e seu receptor LIFR seriam
produzidos pelo epitélio endometrial, no momento da fixacdo do blastocisto. A
comprovacgdo desta hipdtese veio com a utilizagdo de camundongos Knockout para LIF
(gendtipo nulo para LIF), os quais apresentavam infertilidade secundaria devido a falha de
implantacio do blastocisto (FOULADI-NASHTA et al., 2005).

Em humanos, sabe-se que a produ¢do de LIF estd aumentada no epitélio glandular
do endométrio e no estroma endometrial, durante a metade da fase secretora do ciclo
menstrual (CORK et al., 2001; CORK et al., 2002; AGHAJANOVA et al., 2003). Para
Dimitriadis et al. (2010) tal expressio faz sentido, uma vez que as mudangas nas
propriedades do epitélio luminal do endométrio sdo essenciais para a adesdao do blastocisto.
Parelalamente, estudos in vitro tém apontado que a proteina LIF participa da adesdo das
células epiteliais do embrido ao endométrio humano, por meio da fibronectina e do
colageno IV (MARWOOD et al. 2009) produzidos tanto na superficie do blastocisto
(SHIMOMURA et al., 2006) como nas células trofoblésticas durante o primeiro trimestre
de gestacdo. Baseando-nos nestes dados, concordamos que seria interessante observar esta

particularidade da LIF em estudos futuros, com observagado e analise de produgdo de matriz
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extracelular, incluindo coldgeno IV e fibronectina pelas células trofoblésticas, apds
sucessivos repiques no mesmo frasco de cultivo.

Marwood e col. (2009) também demostraram que a inibi¢do direta da ativacdo da
STAT-3 bloqueia a acdo de LIF, responsavel por mediar a adesdao das células epiteliais do
endométrio a fibronectina, sugerindo que a citocina LIF utiliza mecanismos de transducao
de sinal via STAT-3.

Diferente do que esperdvamos, nossos resultados mostraram auséncia de expressao
de LIF nas biopsias de abortos, de placentas normais a termo e de coriocarcinomas nos
ensaios de imunoistoquimica. No Western Blotting, a expressdo proteica foi dificil de ser
avaliada, com marcagdo borrada, considerada muito baixa no material de placenta fresca.
Pela RT-PCR, a expressdo génica de LIF foi muito baixa. As reacOes imunoistoquimicas
foram feitas vérias vezes e até solicitamos nova amostra do anticorpo ao fornecedor. Nunca
obtivemos positividade.

Considerando que a expressao de LIF foi negativa, resolvemos analisar a expressao
de STAT-3 fosforilada, para verificar se a molécula estava ativada no nicleo celular
gerando, consequentemente, sintese proteica. Além disso, buscamos na literatura dados que
pudessem explicar os nossos resultados. Constatamos que a expressiao de STAT-3
fosforilada também foi negativa, condizente com a falta da expressao de LIF.

De acordo com pesquisas de Fitzgerald e col. (2005), a citocina LIF pode ser inibida
por meio de “feed-back” na via de regulacio JAK-STAT (NAKA et al., 1997), podendo
este fato explicar a ativagcdo temporal de STAT-3 no epitélio luminal, que atinge seu auge
no inicio da receptividade do utero e implantacdo do embrido de camundongo (CHENG et
al., 2001). Poderiamos indagar se o aumento de intensidade da reacao sugere que as células
estavam no aguardo desta ativa¢do temporal, podendo ser objeto de futuros estudos.

Considerando os aspectos acima, a via de sinalizacdo de LIF para estimulacdo de
células BeWo dependeria da ativagdo da cascata de sinalizacdo JAK-STAT, que é capaz de
mediar diferentes acdes de LIF. Com isso, a LIF estaria associada a mecanismos mais
complexos, podendo ter acdes divergentes, promotoras e inibidoras, relacionadas a
producdo e controle de proteinas pelas células sinciciotrofoblédsticas (LEDUC, 2011). Em
adi¢do, em humanos, a expressdao de LIF ndo depende apenas da presenca do trofoblasto,
uma vez que sua secrecdo pode ser regulada por outras citocinas presentes no ambiente

uterino, assim como pelos hormdnios sexuais maternos (UZUMEU et al., 1998).
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Por conta de suas multiplas e divergentes acdes, LIF tem sido muito estudada e
continua sendo vista como uma pecga de quebra-cabecas de dificil solucdio (METCALF D,
2003). Se a LIF € responsdvel por multiplas acdes, também existem condi¢des que regulam
ou inibem estas acdes. Para LIF, bem como para outras citocinas, hd agentes intracelulares
capazes de bloquear ou reduzir a sinalizacdo disparada pelo ligante, sendo estes agentes
membros da familia das citocinas supressoras de sinalizacdo (SOCS). Tipicamente, a
producdo das proteinas SOCS € rapidamente induzida pela sinalizagdo da LIF ou da IL-6 e,
consequentemente, leva a completa inibicao da sinaliza¢do da LIF (METCALF D, 2003).

Através da regulacio de proteinas supressoras de sinalizag¢do de citocina 3 (SOCS3),
que suprimem a via de sinalizacdo de transdu¢do JAK-STAT, induzida por um amplo
espectro de citocinas, incluindo a LIF, é desencadeada a inibi¢do da atividade da JAK
quinase, por falta da ligacdo de alta afinidade de SOCS3 a proteina JAK quinase
(ROBERTS et al., 2001) (Figura 14).

O que se observa na atuacdo das SOCS3 sdo os efeitos inibitdrios, como reduzida
fosforilagdo de STATs (SONG & SHUAI, 1998), reduzida dimerizacdo de STAT (STARR
et al, 1997) ou reduzida importacao de STAT para o nicleo (SONG & SHUAI 1998), além
de reduzida transcricdo de genes alvo (NAKA et al, 1997). Como os genes das SOCS sdo
induzidos por citocinas e, suas proteinas correspondentes sdo inibidas, acredita-se que as
proteinas SOCS formem parte de um mecanismo de feed-back negativo, o que justificaria
os resultados obtidos em nosso estudo.

Desta forma, as proteinas SOCS representam potentes moduladores da sinalizagdo e
expressdo do LIF, podendo inibi-lo diante da producdo da proteina SOCS3
(FITZGERALD, 2005; STARR et al, 1997; SUTHERLAND, 2003; TAKAHASHI et al.,
2003; TAKAHASHI et al., 2008), indicando que SOCS3 é um regulador essencial da
sinalizac@o de LIF na diferenciacao de células do sinciciotrofoblasto. (TAKAHASHI et al.,
2008).

Outras possibilidades ainda podem ser aventadas para tentar explicar os nossos
resultados: LIF poderia atuar, de modo indireto, na proliferacdo das células tumorais, ou
ainda, que realmente nenhum estimulo para esta citocina esteja efetivado, o que poderia

sugerir que a proliferacdo tumoral ndo estaria ocorrendo via LIF-LIFR-STAT-3.
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Embora estudos prévios tenham apontado o papel da citocina LIF na diferenciagdo e
invasdo do trofoblasto (FITZGERALD, 2005, 2008), a interacdo com outras citocinas ainda

€ um assunto desafiador e merece maior investigacdo futura.

7.2.3 Papel de STAT-3

As STATs sdo conhecidas proteinas ativadoras de transcricdo, responsaveis por
carregar informagdes do citoplasma para o nicleo, expressas pela maioria dos tipos
celulares e ativadas por uma variedade de citocinas e fatores de crescimento. Nas citocinas
da familia IL-6, elas sdo capazes de induzir a expressdo de ligantes dependentes de
programas genéticos que irdo determinar uma resposta biologica diante de um estimulo
(AKIRA 1999).

Embora originalmente esta proteina tenha sido descoberta como efetora das vias de
sinalizacdo normal de citocinas que regulam a proliferacdo, diferenciacio e apoptose
celular, estudos tém demonstrado a participacdo das proteinas STATs em sinalizagdes que
se associam a um comportamento invasivo neopldsico em muitos estudos e em
oncoproteinas (HIRANO et al., 1997; BOWMAN et al., 2000; FITZGERAL et al., 2008).

A maioria dos receptores de citocinas consiste de duas a trés cadeias de
polipeptideos, chamados de cadeia receptora ligante-especifica e um tradutor de sinal que €
comumente usado pela maioria das citocinas (TAGA & KISHIMOTO, 1992). A natureza
deste sistema receptor explica a redundancia funcional das citocinas, que formam um
complexo receptor-ligante, capaz de estimular uma unica cascata de sinalizagdo da citocina,
a via JAK-STAT, responsdvel pela ativacdo de genes alvos no nicleo (IHLE, 1995;
KISHIMOTO et al., 1995).

A precisa via de regulacdo da ativacdo da STAT se faz critica, no que se refere a
provocar uma apropriada via de sinalizacdo extracelular. Estudos comprovam que, quando
o controle da ativagdo da STAT estd desregulado, uma alteracio da sua sinaliza¢io ocorre,
contribuindo para a transformacdo maligna destas células, promovendo assim a progressao
do ciclo celular e/ou sobrevivéncia celular. (FITZGERALD et al., 2008). Devido ao fato de
as STATs regularem diretamente a expressao dos genes, este fato pode indicar a presenca
de sinalizacdo desregulada destas proteinas observadas em oncogenes, com consequente

aquisicao da alteracdo permanente no programa genético.
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Fig. 14. Via de sinalizacao JAK-STAT. (1) Ligacdo da citocina ao seu receptor de membrana; (2) Ativagdo
da via Janus Kinase (JAK), resultando na fosforilacdo da tirosina, (3) Ligacdo de STAT ao seu receptor
ativado por JAKSs, (4) STATSs ativada se dissocia para formar homo e heterodimeros que sdo translocados para
o nucleo para acelerar a transcri¢do de proteinas-alvo, (5) as SOCS, uma familia de proteinas-alvo limitam
ainda mais a ativagdo STAT ligando-se a JAKSs. (Adaptado de Fitzgerald et al., 2008).

Segundo Takahashi e col. (2008), a cascata de sinalizacio JAK-STAT-3 é uma
importante via de diferenciacdo de células trofobldsticas, uma vez que a STAT-3 ¢é
conhecida por sua habilidade em regular a expressdo de proteinas que aumentam a invasao

e migracdo de células tumorais (BOWMAN et al., 2000; GERMAIN & FRANK, 2007;
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CHAN et al., 2008). Assim, a intensa e progressiva presenga de STAT-3 ndo fosforilada
observada em nosso estudo imunoistoquimico ao longo da gestacdo (abortos e placentas a
termo) e do coriocarcinoma, parece confirmar a possibilidade de que a via JAK-STAT-3
seja progressivamente desativada apds a nidacdo e implantacdo do feto no endométrio. A
partir de entdo, sdo exigidos tanto a desativacdo desta via preferencial como o acionamento
de vias alternativas para sustentar a gestacdo até seu término. No processo de
carcinogénese, a desativacdo de STAT-3 ndo acionaria mecanismos de apoptose, o que
favorece a estabilidade de clones celulares atipicos do coriocarcinoma.

Em wuma primeira andlise poderiamos afirmar que a forte expressdao
imunoistoquimica de STAT-3 nas bidpsias e na andlise por WB, estaria associada a intensa
atividade de proliferacdo e motilidade (ou capacidade de invasdo) celular, mais pronunciada
nos coriocarcinomas.

Entretanto, diante dos diferentes resultados da expressio de IL-6 na
imunoistoquimica € no WB e da auséncia de LIF nos dois grupos, decidimos analisar a
expressao nuclear da proteina STAT-3 (pSTAT-3), com o objetivo de avaliar se realmente
estaria havendo estimulo para indugdo de transcricdio de mRNA e consequentemente,
sintese proteica.

Nossos resultados desta analise mostraram que ndo houve expressao da pSTAT-3 no
nuicleo por imunofluorescéncia e nem por Western Blotting, justificando e dando suporte a
falta de expressao proteica de IL-6 e LIF.

Essas observacdes contradizem os dados de Chan et al. (2008), onde andlises de
bidpsias de coriocarcinomas apresentaram intensa expressiao citoplasmadtica e nuclear da
STAT-3 em relacdo ao materiais de placentas normais a termo e placentas de primeiro
trimestre. Por outro lado, a alta expressdo citoplasmdtica de STAT-3 nas bidpsias de
coriocarcinomas, associadas a expressdo nula da forma fosforilada justificariam o fato da
sua via de sinalizacdo normal estar interrompida nos coriocarcinomas, o que coincide com
os achados de Akira (1999).

Considerando que as citocinas exercam respostas proliferativas e antiproliferativas,
dependendo do tipo celular, o papel das vias de sinalizacdo das STAT-3 no controle e

apoptose celular requer ainda muitas investigagcoes.
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7.3 Telomerase e Real-Time PCR

A telomerase é uma transcriptase reversa celular, que adiciona repeticdes
hexaméricas 5’-d(TTAGGG)-3’ no final 3° da hélice do DNA cromossdmico, conferindo
estabilidade e integridade das regides teloméricas do cromossomo. Estudos comprovam que
a atividade da telomerase esta associada a maioria dos tumores humanos malignos, uma vez
que o aumento de sua atividade, nas células tumorais, mantém a integridade dos telomeros
e assegura a capacidade de proliferacdo celular (COLLINS et. al., 2002; CHEN et al.,
2002).

Segundo Castellucci & Kaufmann (2000), em gestacdes normais o trofoblasto
viloso consiste em uma populacdo de citotrofoblasto proliferativo, que se diferencia e
individualmente se funde para formar o sinciciotrofoblasto (HUPPERTZ et al., 1998). No
primeiro trimestre da gestagdo, a taxa de proliferacio do citotrofoblasto € alta
(CASTELLUCCI et al., 2000), diminuindo gradativamente nos meses seguintes, sendo que,
no terceiro trimestre, a taxa da proliferacao geral do trofoblasto cai para cerca de 10% dos
valores do primeiro trimestre (CHEN et al., 2002).

Nossos resultados comprovaram este comportamento no grupo de placentas a termo,
uma vez que a expressao da telomerase para o gene Hs00162669_m1 foi zero no tecido
fresco de placenta normal e sua cultura primdria, quando comparada a sua alta expressao na
linhagem BeWo, demonstrando a importancia da telomerase no processo de proliferacao
neopldsica.

De acordo com dados de CHEN et al. (2002), de 37 amostras de placenta normal a
termo, somente 11 (30%) expressaram alguma atividade de telomerase, contrastando com a
expressdo nula de 26 espécimes (70%). No mesmo estudo, 100% das amostras de
coriocarcinoma evidenciaram a atividade de telomerase.

Desta forma, o aumento da atividade da telomerase nas células BeWo reforca sua
relacdo com o fendtipo maligno e o aponta como um bom marcador para progressdao da

doenca.
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IX. CONCLUSAO
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Nossos resultados permitiram concluir que:

(1) Pelas reacdes imunoistoquimicas, a presenca de expressdao de IL-6 e STAT-3 nos
materiais de coriocarcinoma indica que a neoplasia utiliza as mesmas vias estimulatdrias da

placenta durante o seu desenvolvimento;

(1) A expressdo proteica de IL-6 no material fresco de placenta normal, mas sua auséncia
nas culturas estudadas sugere que IL-6 € desativada no processo de cultura, onde ocorre
inibicdo de contato e consequente desativacdo de proliferacdo celular, tanto no tecido

normal quanto no tumoral.

(ii1) A forte expressdo imunoistoquimica da STAT-3 no coriocarcinoma € sua expressao
proteica nas células BeWo se associa a pronunciada atividade de proliferacao celular na
neoplasia;

(iv) A falta de expressdo nuclear da STAT-3 fosforilada em todos os grupos estudados,

sugere que a via JAK-STAT esteja desativada;

(v) A falta de expressdo de LIF, nas amostras de tecido normal e neopldsico por meio de
qualquer dos métodos utilizados, diferente do esperado, pode indicar que LIF esteja sendo
inibida por meio das proteinas supressoras de sinalizagdo ou que possa atuar, mas de modo

indireto, na proliferagdo das células trofoblasticas;

(vil) A expressdo génica para a telomerase apenas nas células BeWo indica que a atividade

da telomerase esta associada a progressdao tumoral no coriocarcinoma.
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ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

2
%ﬁ" UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo do Projeto: EXPRESSAO DOS FATORES LIF (FATOR INIBITORIO DE
LEUCEMIA), IL-6 (INTERLEUCINA-6), STAT-3 (ATIVADOR DE TRANSCRICAO-3) E
TELOMERASE EM CORIOCARCINOMAS.

Vocé esta sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa que tem
como objetivo estudar o papel de algumas moléculas no desenvolvimento da
placenta. Como sua gestacdo transcorreu normalmente até o momento,
solicitamos sua autorizacdo para colher um pequeno fragmento (bidpsia) como
referéncia de placenta normal, para depois compararmos estas com placentas
alteradas.

Informamos que o presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da instituicdo, tendo como responsavel direta pelo estudo a doutoranda
Luciana Pietro, que podera dar a vocé explica¢des adicionais sobre este estudo.

Caso vocé autorize, serao feitos os seguintes procedimentos:

- 3 a 6 horas ap6s o parto, quando a sua placenta for descartada em embalagem
especialmente destinada a este fim, serdo colhidos uma amostra (bidpsia) de
1cm® da mesma, com o auxilio de pinga e tesoura cirdrgicas descartaveis. Logo
em seguida, o restante da placenta sera descartado, de acordo com as regras
desta maternidade.

- O material colhido sera colocado em soro fisiol6gico e imediatamente transferido
para o laboratério, onde sera processado para avaliagdo das moléculas citadas
anteriormente

As coletas e avaliagdes da placenta serdo realizadas por profissionais da

area da saude previamente treinados. Nao havera armazenamento de material
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bioldgico de qualquer espécie. Apds analises dos dados, o material biolégico sera
descartado.

Como o material sera colhido somente horas apds o parto, ndo havera qualquer
risco ou desconforto, de qualquer ordem, para vocé ou para seu bebé. Por outro
lado, ndo havera beneficios diretos para vocés, exceto a colaboracdo com um
estudo que podera trazer importantes informacées sobre as diferencas no
desenvolvimento de placentas normais e placentas alteradas.

E importante salientar que sua participacdo é totalmente voluntaria e que
vocé poderd retirar o seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizos de
qualquer ordem, incluindo o seu atendimento obstétrico. As informagdes obtidas
serao mantidas em sigilo e serdo tratadas em conjunto, de modo que nao havera
possibilidade de resgatar os seus dados particulares ou de qualquer outra
participante.

Nao haverd despesas pessoais para participar do estudo. Também néo
havera retorno financeiro para sua participacao.

Vocé podera obter informacdes adicionais sobre esta pesquisa com as
pesquisadoras abaixo:
Profa. Luciana Pietro: fone 3381-8263
Dra. Liliana Andrade: fone 3289-3897
Dra Fatima Bottcher: fone 3521-9423.

Para reclamacdes ou informacgdes de ordem ética, podera entrar em contato
com a secretaria do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas -
UNICAMP, tel. (19) 3521-8936.

Declaro que li cuidadosamente este documento, denominado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Declaro ainda fui esclarecida sobre os objetivos e procedimentos do estudo,
e entendi que minha participacéo € totalmente voluntéria, livre de 6nus financeiro

de qualquer parte. Fui informada que o material biolégico colhido nao sera
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armazenado, sendo, portanto, descartado apdés processamento e analise dos
dados.
Este documento foi assinado em 2 vias, sendo que uma delas ficara comigo

e a outra ficard com as pesquisadoras responsaveis.

Nome da participante:

Assinatura da participante Assinatura da pesquisadora ou associado

Data: /]
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa‘etica/index. htm|

CEP, 26/06/09.
(Grupo I1I)

PARECER CEP: N° 368/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0282.0,146.000-09

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EXPRESSAO DOS FATORES LIF (FATOR INIBITORIO DE LEUCEMIA),
IL-6 (INTERLEUCINA-6), STAT-3 (ATIVADOR DE TRANSCRICAQ 3) E
TELOMERASE EM CORIOCARCINOMAS”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: F4tima Aparecida Bottcher Luiz,

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/fUNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 07/05/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 26/06/10 (O formuldrio encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Estudar a expressdo do fator inibitério de leucemia (LIF), da interleucina-6 (IL-6), do
ativador de transcri¢do-3 (START-3) e da fungfo da telomerase, visando compreender sua
participagdo no processo de invasio do endométrio e na instalagdo das doengas de
curiocarcinomas.

III - SUMARIO

E um projeto de pesquisa regular. Pretende avaliar os niveis de expressdo das moleculas
citadas em material proveniente de linhagens celulares de cariocarcinomas e de placentas
normais. Tais moléculas serdio detectadas, localizadas e quantificadas através de ensaios imuno-
histoquimicos (IHQ), de Western Blotting (WB) e de Amplificacio Repatida de Telomarase
(TRAP). Os materiais biolégicos para THQ serfio obtidos a partir de bidpsias fixadas em
formalina e mantidas em parafina, arquivadas no Departamento de Anatomia Patoldgica da
UNICAMP. Serdo selecionados 2 casos de bidpsias de placenta nio alterado e todos os casos de
bidpsias de coriocarinomas arquivadas no periodo de janeiro de 2000 a novembro de 2008. Para
as reagdes WB e TRAP, material a fresco sera obtido a partir de linhagens celulares mantidas e
cultivadas em laboratérios. Os resultado serdio comparados, nas situagdes de doenca e
normalidade, através de andlise semi-quantitativa para IHQ, processamento de imagens das
reagbes de WB e TRAP, e subseqiiente comparagio das fregiiéncias pelo teste qui-quadrado.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Apbs respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo

com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Comitt de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICA!
COMITE DE ETICA EM PESQUIS.

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.htir

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado a dispensa do Termo do
Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluides na Pesquisa
supracitada,

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagiio ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA —
Junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas Justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem 111.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunidio Ordindria do CEP/FCM, em 26 de maio de 2009,

e
Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
VICE-PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Yieira de Camargo, 126 FONE {(019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cepi@fem.unicamp.br
s
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\", FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
.\__ ...’d COMITE DE ETICA EM PESQUISA

f‘"‘ % http://www fem.unicamp.br/fcm/pesquisa/comite-de-etica-em-pesquisa
UNICAMP

CEP, 26/03/13.
(PARECER CEP: N° 368/2009)

PARECER

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EXPRESSAO DOS FATORES LIF (FATOR INIBITORIO DE
LEUCEMIA), IL-6  (INTERLEUCINA-6), STAT-3 (ATIVADOR DE
TRANSCRICAO 3) E TELOMERASE EM CORIOCARCINOMAS™,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fatima Aparecida Bottcher Luiz

II - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprova o adendo que inclui 12 amostras (placentas normais a fresco e
abortos em fase implantacional), bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e niio representam a opinidio da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO.
Homologado na Il Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 26 de margo de 2013.

Wt
Dra. Mﬁni@ques‘de Moraes
VICE-COORDENADORA do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP )
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
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