a

¢orresponds

™ >
/ SECRETARIA
DE
5 POSSRADUACAD ;
&

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS e,/

~ INSTITUTO DE BIOLOGIA ,
CURSO DE POS GRADUAGAQ EM CIENCIAS BIOLOGICAS
AREA DE CONCENTRACAO EM MORFOLOGIA

ANDREA MOLLICA DO AMARANTE

ESTUDO IMUNOCETOQUE’MICO DAS CATEPSINAS
D e B EM CELULAS TROFOBLASTICAS
GIGANTES DE CAMUNDONGOS

redagio finel

T
= .
= A
2 4 Ny
] * r
£ »é . b
w L = 4
A
i i =
*«fi‘ iz - Qé\\\
o = LA Tese de Mestrado apresentada no
Wi ) m AT Instituto de Biologia — UNICAMP
”2 NS R para obtengdo do titulo de Mestre
- ;f Q} =R } em Ciéncias Biologicas — Area de
= 0 BN A Concentragiio em Morfologia
= f hd M ’x_“,;;{s ]
K 41 o=
AN NI oo
= A
A e
s I A
I I “““%’
A B 4
iﬁi‘ I I
3 @

iste  exemplar

Orientador: PROF. DR. AUREOQ T. YAMADA

Campinas, 1997

LD e i
BERIGTECA SERTRAL §

[E——




iy

e N e
LA ad il

Ami3,

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Amarante. Andréa Mollica do

Estudo imynocitoguimico das catepsinas D e B em
células trofoblasticas gigantes de cammndongos/Andréa
Mollica do Amarante. - - Campinas, SP: [s.n.] ., 1997
97f. ilust.

3
Orientador: Aureo T, Yamada
Dissertagfio (mestrado) - Universidade Fstadual de
Campinas, Institito de biologia.

H

1. catepsina. 2. Imunociioguimica: 3. trofoblasto.
I. Yamada Aureo T. I1. Universidade Fstadual de Campinas.
Instituto de Biologia. III. Titulo



Defesa de Tese realizada em 01 /agesto / 1997

Banca Examinadora

T R
e o
|

Mj;r@,{_‘_; Mw\!

_ _ /’J{
Prof. Dr. Aiiree T. Yamada (Orientador)
Depto. Histologia e Embriologia/IB-UNICAMP

Prof. Dr. Paulo A, Abrahamsohn
Depto. Histologia ¢ Embriolegia/ICB-USP

i
. k N T :\ '%’</
?Mra Sima G. '

Depto. MarfelagmlEPM-UN iF ESP

Prefa. Dra. Maria Luiza S. Mello
Depto. Biologia Celular/IB-UNICAMP



“A arte e a ciéncia buscam coisas
semelhantes pois sdo modelos de busca
da expressdo  humana que  se
completam. A arte estd na ciéncia e a
ciéncia estd na arte. Ndo existe

separagdo!”

Gilberto Gil



Dedico este trabalho,

ao meu filho Bruro,
que em muitos momenios
desta sua primeira infdncia
ieve gque deparar-se com a

minha guséncia.



Agradecimentos Especiais:

A “Tia Bastos” (in memoriam), pelo exemplo da
mensas aleria de viver..
Aos meus pais que ndo sé me deram a base mas
me ajudaram a consolidar o alicerce que me permitiu
construir a pessoa em que me transformei.

Ao meu orientador, Prof® Dr. Aureo T. Yamada,
por toda a dedicacdo empenhada na minha formacdo
cientifica e académica.

Ao Marcelo pelo apoio e carinho dos iltimos dias.

(Ah, € pelo socorro com as pranchas também!!}).



AGRADECIMENTOS

Ao curso de Pés Graduagdo em Ciénecias Biologicas - Area de
Concentracdo em Morfologia ter me recebido como Aluna.

A Prof* Dr*. Maria do Carmo Alberto Rincon, pela amizade, carinho,
companheirismo ¢ principalmente pelo incentivo.

Ao Prof. Dr. Paulo P. Juazeiro pelas sugestdes e participacdo em diversas
etapas deste trabalho.

A todos os demais professores do Departamento de Histologia e
Embriologia da UNICAMP pelo carinho que me acolheram e por todo o
conhecimento transmitido,

Ao Prof Dr. Paulo A. Abrahamsohn, a Prof* Dr®. Maria Luisa S Mello e a
Prof* Dr* e Sima G. Katz pelas corregbes e sugestdes durante a analise prévia
desta tese.

Aos colegas do grupo “Interagdo Materno-fetal”: Iris, Carlos, Priscila,
Celina, Jr e Gianca pela convivéncia e companheirismo.

Aos colegas de pos graduagdo: Julio, Cris, Pati 1, Pati 10, Rosaema,
Luciana, Carmem Licia, Kleber, Luzdalma pela convivéncia durante estes anos
onde com certeza aprendemos ¢ crescemos juntos.

Aos técnicos Baltazar, Marta Leonardo, Marta Almeida e D. Maria pelo

servigo de apoio técnico ¢ especialmente, a Cleuza que tanto me socorreu com o

preparo de solugdes.

A Vinia, Rita e Helena pelo apoio nas mais diversas atividades e por
terem sempre torcido por mim.

Aos funcionarios do Centro de Microscopia Eletronica IB-UNICAMP pela
atengdo que me concederam e pelos ensinamentos no manuseio dos
equipamentos.

Ao Laboratério de Biologia da Reprodugio ¢ ao Laboratério de

Microscopia Eletronica do ICB USP-SP



A Prof® Dr* Mary Anne Heide Dolder pela boa vontade, ajuda com a
microscopia eletrdnica e pelo consentimento do uso do ultramicrétomo

As minhas irmis e ao meu cunthado pela forca que me deram.

Aos amigos: Dani, Aldo, Laura, Demétrios, Paulo, Liomar, Juliana e
Rosabel por serem amigos verdadeiros e por estarem por perto nos momentos que
mais precisel.

Ao Tiago e a Flavia pela correcio dos textos em ingiés

As meninas da graduagio por tantas vezes terem tomado conta do Bruno
na cantina quando eu me estendia nos procedimentos laboratoriais.

A turma da FEF pelo socorre nos momentos em que eu ndo tinha com
quem deixar meu filho.

A Mbdnica, Macarena ¢ Larissa pela companhia do dia & dia.

A FEunice ¢ a0 Daniel pela compreensdo devido a tantos momentos em que
a minha dissertacdo ocupou o Prof. Aureo fora do expediente de trabalho.

A FAPESP, CAPES e CNPq pelos auxilios ¢ bolsas que me foram
concedidos tornando possivel a realizac8o deste trabatho.

A UNICAMP pela moradia que me foi concedida durante o curso.

A todas as pessoas que de uma maneira ou de outra contribuiram para o
andamento deste trabalho ¢ que por um lapso no momento ndo me lembrer de
citar.

E finalmente, aos tantos camundongos que foram sacrificados para a

realizacdo desta pesquisa.



SUMARIO

itens
RESUMO
AINTRODUCGAC
_REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1. O endométrio na implantagdo
22. O trofoblasto e suas variagdes morfologicas-—---—---==-"
2.3. Morfologia e fungdo das c€lulas trofoblasticas

gigantes (CTGs)
2.4. Catepsinas

-OBJETIVOS

_MATERIAIS E METODOS -
4.1. Animais
4.2. Coleta ¢ Fixaglo
4.3, Processamento

4.3 1. Incluséo em parafina

4.3.2. Embebicao e congelago em composto OCT
para criocortes

47373 Incluséo em resina epoxi-——--—r--mmm=m-——-—-

4.3.4. Inclus@o em resina LR-White
4.4. Reacdo imunoistoquimica
4 4.1. Imunofiucrescéncia em cortes de congelacao-—-
4.4.2. imunoperoxidase em cortes de congelagao----—---
4.4.3. Imunoperoxidase em cortes de parafing--——--—---
4 4.4 \munofluorescéncia em cortes de parafing—--—--—--
445 Controles

4 5. Procedimentos para imunomarcaco a nivel
ultra-estrutural

Paginas

01

05
05
07

09
14

19

20
20
20
21
21

22
22

24
24
25
25
26
26

27



4 6. Processamento imunoguimico
4.6.1. Obtencéo de homogeneizados

4.6.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS em
mini placa vertical
4.6.3. Transferéncia para a membrana de
nitrocelulose
4.6.4. Reacdo imunoguimica

5 -RESULTADOS
5.1. Analise Morfologica e
5.1.1. Descricéo morfoldgica das celulas

trofobiasticas gigantes (CTGs) a nivel de

microscopia foidnica

5.1.1.1. oitavo dia de gestacio

5.1.1.2. nono dia de gestagaoc

5.1.1.3. décimo primeiro dia de gestagdo-—--——

51.1.4. décimo terceiro dia de gestagéo---——--—--

5.1.1.5. décimo quinto dia de gestagdo-—--—----—-

5.1.1.6. décimo oitavo dia de gestagio--—---mmm-mn

5.1.2. Descrigéo ultra-estrutural das CTGs

5.2, Reacdes Imunoistogquimicas em microscopia

fotbuica:

5.2.1. Imunofiuorescéncia em criocories para a

anticatepsinaD e B

5.2.2. Imunoperoxidase em cortes de congelagao-———-

5.2.2.1. Reacbes imunoistoquimicas para a

anticatepsina D

5.2 2.2. Reacbes imunoistoquimicas para a

anticatepsina B

5.2.3. Imunoperoxidase em cortes de parafing-——--—-—
5.2.3 1. Reacbes imunoistoguimicas para a

anticatepsina D

5.2.3.2. Reacles imunoistoguimicas para a
anticatepsina B

27
27
28

29

39

39
40

41

41
41

42

43



5 2 4. Imunofluorescéncia em cortes de parafina
revelados com o conjugado fluorocromo Cy2--—--

5.2 4 1. Reaces imunoistoquimicas para a
anticatepsina D

5.2.4.2. ReacgBes imunoistoquimicas para a
anticatepsina B

5 3_ lmunomicroscopia eletronica
5.4. “Western-Blotting”- -

JILUSTRACOES

DISCUSSAQ

-CONCLUSOES

_REVISAO BIBLIOGRAFICA

-ABSTRACT

44

44

45
47

48

49

62

74

96



RESUMO

Em roedores, as células trofoblasticas gigantes (CTGs) sfo as células de
origem fetal que se interpfem em todo o perimetro da interface do embrido com o
tecido materno. Devido 4 sua localizacio estratégica e ao seu comportamento
invasivo, t€m sido consideradas como responsaveis pela implantagio do
blastocisto € pela placentacdio. A placenta madura, por sua vez, ¢ constituida em
sua porgdo fetal por trés camadas de células de origem trofoblastica: as células do
labirinto-trofoblasto, as células do espdngio-trofoblasto e as CTGs. Além da
atividade invasiva, tem sido atribuida as CTGs a remoc#o de células sangiiineas ¢
do estroma uterino através da fagocitose. Varias enzimas proteoliticas capazes de
degradar diferentes substratos poderiam estar envolvidas neste processo.

Com o intuito de se estabelecer a presenga e a participagio de enzimas
proteoliticas lisossomais nas attvidades invasivas e fagocitarias das CTGs, foram
utilizados sitios de implantagfio e placentas do 8- ao 18" dias de gestagiio (ddg) de
camundongos. Foram realizados estudos morfoldgicos ao nivel de microscopia
fotdnica e eletronica, assim como estudos imunoquimicos ¢ imunocitoquimicos

para detecc@io de duas proteases lisossomais, as catepsinas D ¢ B.

Qs resultados obtidos demonstraram que as CTGs da frente invasiva, em .. ...

contato com o tecido materno, contém lisossomas e fagolisossomas gque
apresentam reagles positivas para as catepsinas D e B. Ao nivel ultra-estrutural
constatou-se que o conteudo dos fagossomas era predominantemente de células
de origem materna em graus variados de degeneragfio, as quais mostraram-se
positivas nas imunomarcagdes para as catepsinas D e B. Foram ainda observadas
imunomarcagdes para a anticatepsina D nos compartimentos extracelulares das
CTGs que continham restos celulares de origem materna. O “western blotting”
confirma a presenga ¢ a especificidade das imunomarcagSes para os anticorpos

utilizados.



A distribuiglo das CTGs junto 3 interface com o tecido materno, durante
todo o processo da placentagéo, sugere o seu importante papel na remodelagiio do
tecido materno para a propria progressio da placentagdo. As imunomarcagdes
positivas a0 nivel da microscopia fotbnica e eletrdmica confirmaram, além da
presenga destas enzimas lisossomais nestas células, a sua participagdc na
degradagdo do substrato fagocitado. A constatacio da imynomarcagio positiva no
espago extracelular para a catepsina D sugere a secrecfio das enzimas lisossomais

pelas CTGs e a sua participagdo na atividade invasiva.



1- INTRODUCAO

O sucesso da implantagdo embrionaria, em roedores decorre das
interacGes entre o organismo materno e o blastocisto (Finn & Martin, 1974;
Finn, 1977; O'Grady & Bell, 1977; Yoshinaga, 1988; Denker, 1990) que devem
se encontrar em perfeita sincronia. Este momento que restringe a receptividade
uterina & implantagdo embrionaria € definido como janela de implantagdo.
(Yoshinaga, 1988; Rogers & Murphy, 1989; Lea & Clarck, 1991; Yamada,
1993; Yamada & Nagata, 1993). No decorrer da implantagdo em roedores, 0
endométrio sofre profundas modificacBes morfologicas ¢ funcionais, dentre as
quais destacam-se a apoptose do epitélio uterino (Parr et al., 1987; Parr & Parr,
1989) ¢ a decidualizagdo do estroma endometrial (DeFeo, 1967, Finn, 1977;
Abrahamsohn, 1983; Katz & Abrahamsohn, 1987, Welsh & Enders, 1985;
Alberto-Rincon et al., 1989; Abrahamsohn & Zorn, 1993).

Em camundongos, da diferenciagio da trofectoderme que reveste o
blastocisto origina-se o trofoblasto e este fixa o blastocisto ao endométrio. As
células trofoblasticas gigantes (CTGs) primarias que invadem o endométrio ¢
consolidam 2 implantacio diferenciam-se a partir das células trofoblasticas
(Dickson, 1966; Barlow & Sherman, 1972; Gardner et al., 1973; Bevilacqua &
Abrahamschn, 1988; Kanai-Azuma et al., 1994). Neste processo, estas células,

. tomam.seh}peﬁr()ﬁcas, O Seuﬂﬁ{:le()p@hpiélée amﬁnta eméezenas de VEZ&S et e

o seu genoma (Coop, 1979; Hgren, 1981; Kanai-Azuma et al., 1994) e assumem
um comportamento invasivo (Miintener & Hsu, 1977, Bevilacqua &
Abrahamsohn, 1988; Kanai-Azuma et al., 1994). De acordo com Tachi et al.
(1970), as CTGs primérias, localizadas na regido lateral ¢ abembrionaria do
blastocisto, sio responsaveis pela invaso inicial do endométrio.

A partir das células trofoblasticas do polo embrionario organiza-se ©
cone ectoplacentario (CEP) e deste diferenciam-se as CTGs secundérias
(Miintener & Hsu, 1977, Coop, 1979, Mehrotra, 1988; Bevilacqua &
Abrahamsohn, 1989, 1994; Iwakura, 1989, Hoffmann & Wooding, 1993).



Posteriormente, da proliferagdo ¢ diferenciagio das células do CEP originam-se
as demais células trofoblasticas, responséveis pela organizagiio das camadas do
labirinto e do espongio-trofoblasto (Peel & Bulmer, 1976; Mintener & Hsu,
1977; Zuckermann & Head, 1986; Bevilacgua & Abrahamsohn, 1988; Roby &
Soares, 1993; Kanai-Azuma et al., 1994). De acordo com Mehrotra {1988}, o
CEP de camundongos é constituido por quatro tipos celulares. Aparentemente,
as CTGs secundarias diferenciam-se das células localizadas mais
periféricamente no CEP (Poots, 1968; Billington, 1971; Peel & Bulmer; 1976;
Smith & Wilson, 1974; Mehrotra, 1988).

Fatores tais como TGF-alfa (Haimovici & Anderson, 1993; Hofmann &
Wooding, 1993; Horowitz et al., 1993), TGF-beta (Graham et al., 1992; lrving
& Lala, 1995) EGF (Haimovici & Anderson, 1993), IGF-1, IGF-II (Kanai-
Azuma et al., 1993), PDGF, CSF-1, bFGF (Haimovici & Anderson, 1993) tém
sido relatados como atuantes na proliferagio on na diferenciagio das células
placentarias. Associado diretamente as CTGs temos © IGF-II que parece ser
responsavel pela diferenciagdo das células do CEP em CTGs “in vitro” (Kanai-
Azuma et al., 1993). No entanto, ainda nio se conhecem ©S Mecanismos
envolvidos no desencadeamento da organogénese da placenta a partir das
células do CEP.

£ atribuida as CTGs a busca de suprimento sangiiineo para a
manutencdo do embrifio até que a placenta esteja estabelecida (W elsh &
“Enders, 1987). Este ¢omportamento associado § atividade invasiva parece ser
intrinseco as CTGs, uma vez que tem sido constatado também em experimentos
de desenvolvimentos ectopicos (Kirby, 1963; Yamada, 1990; Bevilacqua &
Abrahamsohn, 1991; Faria & Bevilacqua, 1995).

Devido 20 seu comportamento invasivo as células trofoblasticas t€m sido
comparadas as células tumorais (Shukla et al., 1991; Graham & Lala, 1991,
1992). No entanto, a invasio das células trofoblasticas no estroma endometrial
difere da metastase, pois é um fendmeno precisamente controlado, enquanto a
invasio das células tumorais malignas nfio pode ser controlada (Graham &

Lala, 1991).



Tem sido sugerido que o trofoblasto expresse seu potencial invasivo
baseado na produgdo de enzimas que degradem especificamente a matriz exira-
celular (Mullins & Hohrlich, 1982; Glass et al,, 1983; Blankenship & Given,
1992; Kanai-Azuma et al., 1994). Tais enzimas proteoliticas {do trofoblasto)
devem, entre outros, criar condigBes para que a transposi¢do da membrana
basal do epitélio uterino seja facilitada (Blankenship & Given, 1992). Babiarz
et al. (1992) sugerem que a inibigio de proteinases pode impedir a degradacio
da mairiz decidnal pelo trofoblasto.

O potencial invasivo das células tumorais tem sido associado
diretamente & presenca da catepsina D (Johnson et al., 1993; Isola et al., 1993;
Kandalaft et al,, 1993; Tétu et al., 1994; Scambia et al., 1994; Schultz et al,
1994), catepsina B (Higashiytama et al., 1993; Inoé et al., 1994; Rozhin ef al.,
1994: Sukoh et al., 1994 a, b; Spiess et al,, 1994) e catepsina L (Castiglioli, et
al., 1994; Sukoh et al., 1994b), sugerindo que a liberagéo das mesmas esteja
envolvida neste mecanismo.

Concomitantemente, 2 atividade invasiva das CTGs no endométrio de
roedores, tem sido constatado que a remog¢dio de células sangiineas e do
estroma uterino se deve a fagocitose pelas CTGs tanto na implantagio normal
(ratos - Schlaftke & Enders, 1975; Welsh & Enders, 1991a; camundongos -
Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988, 1989; Calomys callosus - Ferro &
Revilacqua, 1994), quanto em sitios ectépicos (ratos - Fawcett, 1950; Kirby,

"1963; camundongos - Yamada, 1990; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1991;-
Calomys callosus - Faria & Bevilacqua, 1995).

Por outro lado, as catepsinas D e B sdo enzimas proteoliticas lisossomais
capazes de degradar “in vitro” e “in vivo” diversos substratos (Burleigh et al.,
1973; Etherington, 1973; Mullins & Rohrlich, 1983; Kiyoshima et al., 1993) ¢
podem ser encontradas em diversos tipos celulares. Nos macrofagos que sdo
caracterizados pela sua atividade fagocitaria tém sido descritos elevados teores
de catepsina B ¢ H. (Kominami et al., 1985; Kiyoshima et al., 1993).

Guilbert et al. (1993) comparam as CTGs aos macrofagos devido as

semelhancas na atividade fagocitéria, presenga de possivels enzimas



proteoliticas no interior de lisossomas, além da expressdo de alguns receptores
comuns na membrana.

Desta forma, as enzimas da categoria das catepsinas poderiam estar
presentes nas CTGs e relacionadas tanto na atividade invasiva a semelhanga das
células tumorais, quanto na atividade fagocitaria, 4 semelhanga dos macréfagos.

No presente trabalho, foi analisada a presenca das catepsinas D ¢ B nas
células trofoblasticas, através de determinagBes imunoquimicas e
imunocitoquimicas ao nivel da microscopia fotnica e eletrbnica. O estudo
enfocou as CTGs de camundongos em diferentes estadios e localizages, com o
objetivo de correlacionar estas enzimas lisossomais a atividade invasivo-

fagocitaria no periodo pré-placentério e de placentagdo.
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2 - REVISAQ BIBLIOGRAFICA

A despeito do desenvolvimento tecnolbgico atingido na area de biologia
da teprodugdo, o bindmio materno-fetal ¢ a sua interacdo ainda sdo
imprescindiveis para o sucesso da concepgio em espécies de animais
placentados. Esta interagfio ¢ uma seqiiéncia complexa de fenGmenos onde
alguns dos mecanismos envolvidos ja tém sido elucidados através de estudos
em animais de laboratério. Visando facilitar a compreensdo da participagdo das
células trofoblasticas, serdio descritos a seguir os principais aspectos conhecidos
sobre ¢ comportamento destas células na interagdo com o organismo materno
em camundongos. Estes conhecimentos foram, quando necessarios,
complementados com dados especificos obtidos em oufros animais de

placentagio hemocorial.

2.1 - O endométrio na implantacio

O sucesso da implantagio em roedores decorre de uma intima e ativa
associagdo entre o organismo materno e tecidos de origem embrionaria (Finn &
Martin, 1974; Finn, 1977, O'Grady & Bell, 1977; Denker, 1990; Enders &
" Welsh, 1993: Ferro & Bevilacqua, 1994). Segundo Mossman (1937), esta
interagdo em camundongos pode ser visualizada por volta do 5° dia de gestagdo
(ddg) na cAmara de implantagio localizada na regido antimesometrial.

Fm roedores, o processo de implantagio em ratas foi descrito em
detalhes por Schlatke & Enders (1975), como sendo constituido por trés fases
bem definidas: a aposigﬁ{:s do blastocisto ne epitélio uterino, a adesdo do
trofoblasto & superficie do epitélio e a invasfio do trofoblasto no estroma
uterino. Para camundongos, Smith & Wilson (1974), além das fases da

seqiiéncia acima, descrevem trés fases anteriores que seriam as de pré-aposigdo



envolvendo as mudancas ocorridas na zona pelicida e a sua perda.

A implantagio, além de promover a fixagdo do blastociste na mucosa
uterina, proporcionaria ao embridio um meio eficiente para realizar trocas
metabdlicas com o organismo materno no periodo que antecede a placentagdo.
(Welsh & Enders, 1987).

Para que a implantagio seja vidvel, o endométrio e o blastocisto
precisam estar em perfeita sincronia determinando um momento denominado
de janela de implantagdo (Yoshinaga, 1988; Rogers & Murphy, 1989; Lea &
Clarck, 1991; Yamada & Nagata, 1993). Isto €, a receptividade do endométrio
para a implantacio do embridio seria ativada sob influéncia dos hormémnios
ovarianos ( Yoshinaga, 1988; Denker, 1990). Esta receptividade seria, amnda, um
fendmeno topolégico e cronoclogicamente definido do endométrio durante o
periodo perimplantacional (Yamada, 1993; Yamada & Nagata, 1993).

No decorrer da implantagiio em roedores, o endométrio sofre profundas
modificacdes morfolégicas e funcionais, dentre as quais destaca-se a remocio
do epitélio uterino em conseqiiéncia da morte celular por apoptose (Parr et al.,
1987; Parr & Parr, 1989, Welsh & Enders, 1991a). Concomitantemente inicia-
se a deciduatizacdo do estroma endometrial, a qual consiste em um conjunto de
wransformacdes morfolégicas e fisiologicas do estroma endometrial desta
regifio, formando um novo tipo de tecido, a decidua (DeFeo, 1967; Finn, 1977;
Abrahamsohn, 1983; Welsh & Enders, 1985; Alberto-Rincon et al., 1989;

A decidua é de fundamental importincia, uma vez que permite, além da
ancoragem segura dos blastocistos no endométrio (DeFeo, 1967; Finn, 1977;
Abrahamsohn, 1983), também a nutrigho do embrifio nos estigios iniciais
(Billington, 1971; Katz, 1995) ¢ a formagfo de uma barreira mecanica capaz de
conter a atividade invasiva das CTGs (Kirby, 1963; DeFeo, 1967, Billington,
1971) A este tecido tem sido atribuida, ainda, a sintese de substfincias, tais

como fatores de crescimento (Lysiak et al., 1993) ¢ fatores imunossupressores
(Weitlauf, 1988).



2.2 - O trofoblasto e suas variagdes morfolbgicas

De acordoe com Dickson (1966), o blastocisto de camundongos apresenta
uma massa celular embrioblastica formando o pélo embrionario € uma
cavidade, a blastocele. Ambas sdo revestidas externamente pelas células
trofoblasticas originarias da diferenciacio da trofofectoderme, sendo que todo o
perimetro da blastocele também ¢ conhecido como regido mural do blastocisto.

O trofoblasto ¢, portanto, o tecido de origem embrionana que se
localiza entre o embrifio ¢ o tecido materno, estabelecendo a fronteira que
perdura durante todo o periodo da gravidez. Esta intima associagdo entre oS
tecidos maternos e fetais ¢ atribuida principalmente as CTGs por serem estas as
células que constituem a interface materno-fetal ao longo de todo o embrifio €
da placenta fetal. Portanto, as CTGs desempenham importante papel na
remodelacdo tecidual e nas interagdes materno-fetais (Azuma et al, 1991;
Kanai-Azuma et al., 1994).

As células trofoblasticas da regifio mural proliferam e diferenciam-se
originando as CTGs ditas primarias (Dickson, 1966; Barlow & Sherman, 1972;
Gardner et al., 1973; Copp, 1978, 1979; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988).
Em camundongos, sdo estas CTGs primarias que estabelecem contato com as
células maternas, sendo responsaveis pela invaso do endométrio para a fixagdo

do blastocisto (Poots, 1968; Tachi et al., 1970, Bevilacqua & Abrahamsohn,

1988, 1989). As CTGs primarias estfo localizadas ao longo do perimetro-do -

embrido e entram em contato com o estroma endometrial, atingem o leito
vascular materno formando uma série de espagos para a circulagdio de sangue
materno (Dickson, 1966; Barlow & Sherman, 1972; Welsh & Enders, 1987;
Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988; Enders & Welsh, 1993; Hoffman &
Wooding, 1993). Portanto, as CTGs  séo responsaveis por consolidar a
implantagdo do blastocisto através da sua capacidade invasiva (Fawcet, 1950;
Kirby, 1963; Billington, 1971; Schalafke & Enders, 1975; Bewvilacqua &
Abrahamsohn, 1988).



A partir das células trofoblésticas localizadas no pélo embrionério do
blastocisto, forma-se o cone ectoplacentaric (CEP) (Peel & Bulmer, 1976;
Mintener & Hsu, 1977, Coop, 1979, Mehrotra, 1988, Bevilacqua &
Abrahamschn, 1988, 1989; Enders & Welsh, 1993; Hoffiman & Wooding,
1993, Kanai-Azuma et al., 1994). Em camundongos, esta estrutura organiza-se
ao redor do 6° dia de gestaglo, e das células trofoblasticas que delimitam o seu
perimetro externo, diferenciam-se as CTGs secundarias (Peel & Bulmer, 1976;
Mimtener & Hsu, 1977, Mehrotra, 1988; Hoffman & Wooding, 1993; Kanai-
Azuma et al., 1994).

A semethanga das CTGs primarias localizadas na regifio mural do
blastocisto e que interagiam com © estroma uferino da regifio antimesometrial,
as CTGs secundénas localizadas perifericamente ao CEP interagem e invadem
o estroma utermo da regido mesometrial (Coop, 1979). As CTGs primarias e
secundarias apesar de serem semelhantes fenotipicamente {Vamuza et al,,
1988) apresentam diferengas na expressfo de antigenos de histocompatibilidade
(Carther, 1978).

As demais células do CEP se diferenciam para a formagdo das outras
camadas placentanias, isto ¢, as camadas do labirinto-trofoblasto e do espbngio-
trofoblasto (Peel & Bulmer, 1976; Mintener & Hsu, 1977; Coop, 1979;
Zuckermann & Head, 1986; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988; Roby &
Soares, 1993; Kanai-Azuma et al., 1994). A diferencia¢do das células do CEP

“vao constituir mais de 76% das células placentarias (Rossant & Croy, 1985). As
CTGs mantém-se no perimetro externo da placenta € 0 seu nGmero mantém-se
praticamente constante pelo cessamento da sua proliferagio ao redor do 13° dia
de gestagfio, ocorrendo apenas o crescimento do volume celular (Mintener &
Hsu, 1977).

Nio se conhecem os mecanismos precisos envolvidos na diferenciacio
das células do CEP (Zuckermann & Head, 1986), porém, a expressio de alguns
fatores de crescimento parece influenciar na proliferaco ou na diferenciagio
das células placentarias. O TGF-alfa ¢ detectado na interface materno-fetal

durante toda a gestagdo ¢ parece ser importante para o crescimento da placenta



humana (Lysiak et al, 1993). De acordo com Hofmann et al. (1993), e
Horowitz et al. (1993), este fator de crescimento estd presente na membrana
plasmatica das células trofoblasticas invasivas humanas e deve estar
relacicnado com um controle autdcrino/paracrino através de interagdes com o
EGF. O TGF-beta reduz a migragdo trofoblastica humana (Graham et al,
1992 Irving & Lala, 1995), o IGF-II e o IGFBP-1 estimulam a migra¢do
trofoblastica também na espécie humana (Irving & Lala, 1995). Em
camundongoes, Hainovici & Anderson (1993) observaram o efeito de alguns
fatores de crescimento “in vitro” e demonstraram que o EGF, TGF-alfa,
PDGF, CSF-1 e bFGF podem promover o crescimente do trofoblasto ¢ tém
importante papel no estabelecimento da gestagdio. De acordo com Kanai-Azuma
et al. (1993), o IGF-I parece induzir a proliferagio das células do CEP de
camundongos e o IGF-1l induz a diferenciagdio destas células em CTGs “in
vitro”.

A placenta madura ¢ constituida em sua maior parte pela camada
labirintica (Miintener & Hsu, 1977). Em ratas, esta camada forma a barreira
placentaria onde o sangue fetal e o materno sdo separados por trés camadas de
células de origem trofoblastica, além do endotélio dos vasos sangiiineos fetais
(Enders, 1965; Kirby & Bradbury, 1965). Uma camada compacta formada por
células do espOngio-trofoblasto interpde-se entre as CTGs e o labirinto. Esta
camada seria atravessada somente por vasos maternos e juntamente com as
CTGs e as células de glicogénio formam a zona juncional que justapde-se 2
decidua matemna (Peel & Bulmer, 1976; Jollie & Craig, 1979; Roby & Soares,
1993).

2.3 - Morfologia e fun¢ie das células trofoblisticas gigantes (CTGs)

As CTGs plenamente diferenciadas caracterizam-se pela sua hipertrofia,

acompanhada do aumento do volume nuclear decorrente de endomitoses ¢

consegitente aumento do conteddo gendmico (Barlow & Sherman, 1972; Tigren,
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1981, 1983; Kanai-Azuma ¢t al., 1994). Apresentam ainda como caracteristica
morfologica a basofilia citoplasmatica e a presenga de granulos ou vesiculas de
contetido heterogéneo (Bulmer & Dickson, 1960). Esta célula caracteriza-se por
possuir o mntcleo bastante irregular devido a iniimeras invaginagbes do seu
envoltério (Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988), podendo conter inclusdes
intranucleares (Jollie & Craig, 1979) e os nuciéolos fregiientemente sdo
miltiplos (Jollie & Craig, 1979; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988).

Quanto ao aspecto ultra-estrutural as principais caracteristicas sdo:
presenga de grande quantidade de polissomas e ribossomas livres, o reticulo
endoplasmatico granular ¢ complexo de Golgi desenvolvido, muitas
mitocéndrias com projecdes da membrana interna tubulares ou em cristas,
lisossomas primarios e secundarios estfio presentes em grande quantidade, além
de um contedo heterogéneo de granulos e vesiculas (Jolie & Craig, 1979,
Jollie, 1981, Welsh & Enders, 1987; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1938,
Hoffman & Wooding, 1993). De acordo com Bevilacqua & Abrahamsohn
(1988), uma grande quantidade de fagossomas contendo células sangiiineas ¢
fragmentos de células uterinas em varios estigios de degeneragdio pode ser
encontrada no interior citoplasmatico das CTGs. De acordo com Jollie & Craig
(1979) sdo encontrados, também, corpos residuais e, as vezes, glicogénio no
interior citoplasmatico. Welsh & Enders (1987) ¢ Bevilacqua & Abrahamsohn
(1988) descrevem a presenga de grandes goticulas de lipidios distribuidas pelo
citoplasma. Tém sido observados, na matriz citoplasmaticas, feixes de
filamentos intermediarios (Welsh & Enders, 1987, Bevilacqua & Abrahamschn,
1988) que segundo Zuckermam & Head (1986) sio constituidos de
citoqueratinas.

O contorno irregular das CTGs decorre dos seus infimeros
prolongamentos citoplasmaticos que freqiientemente unem-se as CTGs
adjacentes (Bevilacqua & Abrahamshon, 1988, 1989, 1994). Ao nivel uitra-
estrutural, na superficie celular so constatadas microvilosidades irregulares e
nas areas de contato entre os prolongamentos citoplasmaticos, as jungdes do

tipo desmossomas (Welsh & Enders, 1987; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988)
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e também do tipo nexos (Hoffman & Wooding, 1993).

Na  implantagie normal, sdo enconirados  prolongamentos
citoplasmaticos das CTGs penetrando entre a ldmina basal e as células
epiteliais (Tachi et al, 1970; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1989). De acordo
com Blankenship & Given (1992), a penetragio da membrana basal €
imprescindivel para que as CTGs entrem em confato com o esiroma
endometrial. Este processo invasivo € bastante semethante ao descrito por Liota
et al. (1986) para as células tumorais. As barreiras teciduais que as cclulas
tumorais atravessam para se disseminarem seriam similares as que o irofoblasto
transpbe para que a implantagBio e a placentacfio se consolidem (Graham &
Lala, 1992). Portanio, a célula trofoblastica tem sido comparada as células
cancerigenas no tocante & sua atividade invasiva (Shukla et al., 1991; Graham
& Lala, 1991, 1992). Contudo, a atividade invasiva das CTGs no estroma
endometrial parece ter um controle preciso neste ambiente, 0 que ndo ocorre
com as células tamorais malignas em geral (Graham & Lala, 1991, 1992).

Uma vez atingido o estroma endometrial, as CTGs penetrariam entre as
células endoteliais atingindo os vasos sangiiineos (Welsh & Enders, 1985),
possibititando ao embrifio o acesso ao sangue materno (Welsh & Enders, 1987,
Bevilacqua & Abrabamsohn, 1994). Ao atingir os vasos, estas células
penetrariam em seu interior ¢ passariam a revesti-los destituindo as células
endoteliais. Hste processe ocasionaria o extravasamenio sangiineo para o
"interior da rede de lacunas formadas pelos prolongamentos citoplasmaticos das’
CTGs (Welsh & Enders, 1985). A exposi¢iio do sangue materno junto as
células trofoblasticas seria essencial para ocorrer as trocas metabdélicas
necessarias ao embrifio (Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988), pois € o sangue
materno que assegura o suprimento nufricional adequado para 0
desenvolvimento deste (Welsh & Enders, 1987). O comportamento
hematotrofico das CTGs parece direcionar a atividade invasiva destas células,
tanto nas fases iniciais da implantacio na regifio antimesometrial, quanto na

organogénese da placenta na regifio mesometrial.
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O comportamento invasivo das CTGs tem sido melthor compreendido em
desenvolvimentos ectopicos. Nestes experimentos, verificou-se a exacerbagiio
da capacidade invasiva das CTGs com formagio de extensas areas
hemorragicas nos 6rgos receptores (Fawcett, 1950; Kirby, 1963, Yamada,
1990; Revilacqua & Abrahamshon, 1991; Faria & Bevilacaqua, 1995). De
acordo com Bevilacqua & Abrahamshon (1991), o desenvolvimento do
trofoblasto enxertado na pele é bem sucedido, se as CTGs conseguem alcancar
o leito vascular local. Os experimentos de desenvolvimento eciopico permitem
estabelecer o determinismo funcional das CTGs e atribuir, indiretamente, o
importante papel da decidua no controle da imvaséo trofoblastica.

Desta forma, o fendmeno da transdiferenciacdo das células endometriais
em deciduais teriam um papel fundamental no controle da invasdo nas CTGs,
pela constituigdo de uma barreira mecano-fisica eficiente (Kirby, 1963, Lala et
al., 1990; Babiarz et al, 1992). Além disso, as células deciduais €m a
capacidade de expressar algumas moléculas que inibirtam a invasdo
trofoblastica, tais como, o TGF-beta ¢ TIMP-1 (Graham & Lala, 1991), sendo
provavelmente o TGF-beta a chave do controle da invasfo trofobldstica humana
(Graham & Lala, 1991; Graham et al., 1992).

Concomitantemente 4 atividade invasiva das CTGs as células do
endométrio sofrem um processo de degeneragio (Welsh & Enders, 1991a, b;
Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988). Morfologicamente, a remogc das células
" sangiiineas & do estroma uterino préximos as CTGs parece ocorrer através da
fagocitose exercida pelas proprias CTGs (Welsh & Enders, 1987, 1991a; Katz
& Abrahamsohn, 1987; Enders & Welsh, 1993; Ferro & Bewvilacqua, 1994,
Katz, 1995). A atividade de eritrofagocitose das CTGs foi demonstrada “in
vitro” por Albieri & Bevilacqua (1996) através de uma estimulagdo feita com
acetato de forbol miristrato (PMA) e retinal.

Desta forma, tém sido atribuidas as CTGs como sendo o seu
determinismo funcional, tanto a atividade invasiva em dire¢do ao estroma
endometrial, quanto a atividade fagocitdria. Na implantagio normal, tal

determinismo funcional permite ao concepto atingir o suprimento sangilineo
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adequado para sua manutengdo durante o periodo pré-placentério (Welsh &
Enders, 1987).

Tanto o cariter invasivo quanto a fagocitose, devem envolver a agfo de
enzimas proteoliticas capazes de degradar diferentes substratos (Strickiland et
al. 1976; Mullins & Hohrlich, 1982; Glass et al., 1983; Barbiarz et al., 1992;
Blankenship & Given, 1992; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1994; Kanai-Azuma
et al., 1994, Katz, 1995).

Katz (1995) constatou a presenga da fosfatase 4cida no meio extra
celular das CTGs, sugerindo que estas células possam liberar a enzima para a
degradagfio do colageno. Da mesma forma, a atividade fagocitaria requer um
aparato lisossomico e mecanismo de endocitose aprimorado por parte das
CTGs.

Estudos ultra-estruturais tém demonstrado fagossomas contendo no seu
interior restos celulares em vérios estagios de degeneragfio, sugerindo uma
efetiva digestdo intracelular (Welsh & Enders, 1987, 1991a; Tachi et al., 1970;
Katz & Abrahamschn, 1987; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988, 1989). No
entanto, ndo ha trabalhos que relacionem as eventuais enzimas liticas
envolvidas neste processo. Hamilton et al. (1991) evidenciaram a presenga da
catepsina L no interior das CTGs e das células do espbngio-trofoblasto, no
entanto, nfio estabeleceram uma correlagio que permita definir a exata
participagdio desta enzima no processo fagocitario e/ou invasivo. Neste sentido,
‘estudos  pormenorizados da  natureza  lisossOmica  das  vesiculas
intracitoplasmaticas das CTGs permanecem por ser estabelecidos.

Além das atividades de invas#o e fagocitose, tém sido atribuidas fungbes
imunoprotetoras as células trofoblasticas, impedindo que agentes infecciosos
passem do organismo materno para o fetal (Simmons & Russel, 1962; Guilbert
et al., 1993). Guilbert et al. (1993) comparam as cclulas trofoblasticas aos
macrofagos e/ou aos linfocitos T devido as semelhancas quanto a sua
pontencialidade fagocitaria, invasiva, de sincicializagio, 4 expressio de
marcadores linfocitarios CD4, CD14, por apresentar receptores de IgG (Fer),
macrofago granulocito-CSF (GM-CSF), fator 1 de estimulago colonial (CSF-
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1), interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6), fator de necrose turnoral (TNF-alfa), fatores
de transformacio ¢ crescimento (TGF), receptores para estas citocinas € nao
apresentaremn esterases especificas. Os autores acima sugerem, ainda, que estas
células fagam parte da rede do sistema mononuclear fagocitario do organismo.
Por outro lado, as CTGs apresentam fungdes enddcrinas que seriam
essenciais para a manutencio da gravidez. Dentre os produtos de secregdo
comprovada constam a progesterona (Shermam, 1983), a prolactina {Soares et
al., 1993; Soares et al., 1996) ¢ o lactogénio (Soares et al., 1985; Soares &
Glasser, 1987; Nieder & Jennes, 1990; Kanai-Azuma et al., 1994; Soares et al.,
1996). Segundo Soares et al. (1993), o processo de diferenciaciio celular das
CTGs compreende ainda a expressdio da capacidade secretora por parte destas
célylas. Aparentemente, apés um determinado momento do desenvolvimento
placentario, as CTGs cessam seu comportamento invasivo € passam a

desempenhar um papel endéerino (Kanai-Azuma et al., 1994).

2.4- Catepsinas

Estudos bioguimicos tém demonstrado a heterogeneidade de conteado

enzimatico em lisossomas ¢ consegiientemente diferengas na sua atividade

funcional (Groh & Mayersbach, 1981). Dentre as enzimas proteoliticas

vive" e "in vitro” (Burleigh et al., 1973; Etherington, 1973; Mullins &
Rohrlich, 1982; Kiyoshima et al., 1993), tais como colageno ¢ proteinas
miofibrilares (Bando et al., 1986; Kiigler & Vornberger, 1986). Por esta razio,
estas enzimas sdo associadas 4 capacidade fagocitaria de células tais como:
macr6fagos (Kiyoshima et al, 1993; Johnson et al, 1993) e osteoclastos
(Baron, 1989; Goto ¢t al., 1993, 1994).

As catepsinas sio enzimas lisossomais ¢ estio classificadas na sua
grande maioria entre as cisteilproteinases (B, C, H, L, S) {Uchiyama et al,,

1994: Petanceska et al., 1994) e aspartilproteinases (D ¢ E) (Nakanishi et al.,



1994; Kageyama et al., 1996).

As catepsinas B, H e L sHo sintetizadas como pré-pro-enzimas no
reticulo endoplasmatico granular ¢ modificadas no interior desta organela. As
pro-enzimas sdo encontradas no interior das cisternas do complexo de Golgi,
enquanto nos lisossomas sdo encontradas suas formas ativas. Assim, foi
sugerido que a ativagio destas enzimas ocorra na rede de trafego entre o
“Trans-Golgi Network” e os lisossomas, ou em lisossomas pds-transporie
(Uchiyama et al., 1994). Segundo estes autores, a molécula da catepsina B
possui como formas ativas os pesos moleculares de 29 ¢ 26 kD e sua pro-
enzima com 39 kD, enquanto a pré-catepsina L apresenta 39 kD como pré
forma e 29 e 22 kD como formas ativas. Algumas vezes estas enzimas podem
ser secretadas na forma de pré-enzima ¢ a catepsina D, uma aspartilproteinase,
pode estar associada na conversio destas formas em enzimas ativas no meio
extracelular {Uchiyama et al., 1994).

A catepsina D também € uma proteina sintetizada no reticulo
endoplasmatico granular (Erickson & Blobel, 1979, Rosenfeld et al, 1982,
Gieselmann et al., 1985) como as catepsinas pertencentes ao grupo das
cisteilproteases. Esta enzima chega aos lisossomos em sua forma pré e ¢ ativada
no interior dessas organelas (Hasilik & Neufeld, 1980). O peso molecular da
catepsina D madura, assim como das demais catepsinas, varia de acordo com a
espécie: 45 kD no porco (Larsen et al, 1993) e no rato (Yokota, S. -
da catepsina D € estimulada pelo ciclo do ATP e pela acidificagio lisossdmica,
necessitando provavelmente da a¢fio das cisteinoproteinases {Gieselmann et al.,
1985).

Varias catepsinas t8m sido identificadas em diferentes Orglos de
mamiferos (Woessner & Brewer, 1963; Etherington, 1972; Burleigh et al,
1974; Elangovan & Moulton, 1980; Yokota & Atsumi, 1983; Kominami et al.,
1985; Yokota et al, 1985 a, b; 1986 a, b, ¢; Bando et al, 1986; Kigler &
Vorberger, 1986; Yokota & Kato, 1988; Waguri et al., 1990; Kominami et al.,
1991; Kawabata et al., 1993; Matsuishi et al., 1992; Punnonen et al., 1992; Go
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to et al., 1993, 1994; Metayé et al., 1993; Sano et al,, 1993; Nakanishi, et al
1994; Petanceska et al., 1994; Suzuki et al., 1994; Araki, et al., 1995; Burnett et
al., 1995; lgdoura et al., 1995, Bergquist et al., 1996). Bando, et al,, {1986)
analisaram bioquimicamente a presenca de catepsinas L, B e H em diversos
tecidos de ratos, € constataram variagSes quantitativas e qualitativas destas
enzimas em lisossomas. No figado, ocorre diversidade na populagdo
lisossbmica de um mesmo hepatdcito e também entre hepatécitos de diferentes
regides do 16bulo hepatico (Kominami et al., 1985; Yokota et al., 1985b; 5i et
al., 1985; Bando et al., 1986).

As catepsinas D, L, B, ¢ H tém sido demonstradas através de métodos
imunocitoquimicos, em células dos tibulos renais (Yokota et al, 1983a,
1986a, b; Yokota & Kato, 1988). Nestas células foi confirmada a
heterogeneidade no conteiido enzimatico dos lisossomas dos diferentes
segmentos dos tibulos renais. Nos macréfagos de ratos, as concentrages das
catepsinas B ¢ H sfio 5 vezes superiores 4 da catepsina L, sendo que, com a
presenga do caseinato de sodio, aumenta substancialmente a atividade da
catepsina B em relagdo a catepsina L (Bando, et al., 1986).

As diferengas e a variagio na expressdo das catepsinas entre as células
podem ser atribuidas ao substrato que cada célula degrada (Groh &
Mayersbach, 1981; Kominami et al, 1985 Bando et al, 1986
Goto et al., 1993, Uchivama et al., 1991, 1994; Igdoura et al., 1993) ¢ serdo
reguladas de acordo com a diferenciagdo e a especializagio cefular (Uchiyama
et al., 1994). Se por um lado essas enzimas possuem uma grande ubigiiidade
nos tecidos, por outro lado acredita-se que elas tenham baixa especificidade
(Uchiyama et al., 1994).

Concentragdes elevadas de catepsinas B ¢ H foram encontradas nos
macrofagos. Estas enzimas devem estar relacionadas 2 atividade fagocitaria
destas células (Kominami et al., 1985; Kiyoshima et al., 1993), assim como a
de outras células fagocitarias profissionais, como os osteoclastos (Baron, 1989,

Goto et al., 1993 e 1994).
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Estudos recentes associam a secreglio de catepsinas ao processo mvasivo
e meiastatico de células tumorais. A catepsina B estd dirctamente envolvida
com a metastase e o carater invasivo do céncer de pulmio (Higashiama et al.,
1993; Sukoh et al, 1994 a, b) e de ovério (Scambia et al., 1994). Para a
catepsina D, exister algumas controvérsias. Tétu et al. (1993) estabelecem que
estas catepsinas seriam secretadas pelas células do estroma em torno do tumor e
ndo pelas células tumorais, porém esta enzima participaria diretamente da
atividade invasiva e metastatica do tumor. De acordo com Kandalaft et al.
(1993) e Schultz et al. (1994), a catepsina D seria secretada pelas células
rumorais de mama e diretamente associada a altos indices metastaticos.
Scambia et al. (1994) demonstraram que a secregdio de catepsina D também
ocorre mnas c¢élulas cancerigenas de ovario e teriam influencia no
estabelecimento e na expansio do tumor. Entretanto, os dados de Johnson et al.
{1993) e de Tsola et al. (1993), demonstraram que o aumento da catepsina D
ndio teria uma relacdo direta com a capacidade invasiva e metastatica das
células tumorais de mama. Por sua vez, Castiglioni et al. (1994) contestam a
relagio entre a presenga das catepsinas D, B e L com a agressividade tumoral
e mamas.

O papel das catepsinas no processo de invasio tumoral tem sido
atribuido em grande parte a agio proteolitica na degradagdo da membrana basal
e da matriz extracelular, através da secrecdo da catepsina B (Higashiyama et

" al., 1993; Troué et al., 1994; Rozhin et al., 1994; Spiess et al.; 1994, Sukoh et
al., 1994 a e b) da catepsina D (Isola et al., 1993; Kandalaft et al., 1993; Tétu et
al 1993; Schuliz et al 1994) e da catepsina L (Castiglioni et al., 1994; Sukoh et
al., 1994b). De acordo com Sukoh et al. (1994b), a membrana basal funciona
como uma barreira contra a invasdo e metéstase tumoral, e a catepsina B
podendo digerir os principais componentes desta membrana, tais como
laminina, coldgeno IV e proteoglicanas, estaria diretamente associada a
atividade invasiva e a capacidade metastatica de alguns tumores.

Hamilton et al. (1991) observaram a presenca de duas formas ativas da

catepsina L (29 ¢ 20 kD) e uma pré-forma (39 kD) nas CTGs e nas células do
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espongio-trofoblastc em camundongos. Segundo estes autores, foram
detectados dois picos de catepsina L, onde o primeiro coincidia com o inicio da
placentago e o segundo, préximo do parto quando esta enzima poderia estar
envolvida na degradacfio do tecido materno. O fato de ter sido identificado o
mRNA correspondente & catepsina L nas CTGs, permitiu estabelecer que a
catepsina L possa ser sintetizada nestas células. Estes autores sugeriram ainda
que a pro-catepsina L seria sintetizada e liberada para o meio extracelular pelas
CTGs, podendo estar associada a atividade fagocitiria e migratGria destas
células.

Assim sendo, ¢ plausivel supor que outras enzimas proteolificas
lisossomais da categoria das catepsinas estejam presentes nas CTGs de
camnundongos, € que a agdo destas enzimas estejam envolvidas nas suas

atividades invasivas e/ou fagocitarias.
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3 - OBJETIVOS

Os objetivos estabelecidos para o presente trabalho sdo:

- Estabelecer o padrio morfolégico das células trofoblasticas gigantes
(CTGs) e as formas de interagfo na interface com o tecido materno durante o

periodo pré-placentério e na placentagfio de camundongos.

- Identificar através de métodos imunocitoquimicos ac nivel da
microscopia foténica e eletrbnica, a presenca das enzimas catepsina D e B em
CTGs.

- Estabelecer uma correlagfio morfo-funcional quanto a participacio das

catepsinas D e B nas atividades invasiva e fagocitaria das CTGs.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 - Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, virgens, com idade entre
12 ¢ 16 semanas ¢ machos adultos jovens da mesma linhagem, procedentes do
Centro de Bioterismo da UNICAMP. Os machos foram mantidos em gaiolas
individuais, nas guais foram distnbuidas 3 ou 4 fémeas (em cada gaiola) para o
acasalamento. Pela manh3, se constatada a presenga do tampdo vagmal, as
fémeas eram consideradas como prenhes no primeiro dia de gestagfo (ddg)
sendo devidamente identificadas. Os animais foram alimentados com ragéo
comercial e livre acesso 2 agua.

Foram utilizados, também, 2 ratos Wistar machos, adultos, procedentes

do Centro de Bioterismo da UNICAMP.

4.2 - Coleta e fixacio

Os animais foram sacrificados no 8% 9% 119 13% 15% e 18° ddg para
coleta dos respectivos sitios de implantacdo embrionarios ou das placentas. A
“anestesia foi feita através de 0,33g/kg de hidrato de  cloral imjetado
intraperitonealmente ou por inalagfo de vapores de éter etilico. Apés a
laparotomia, € uma vez constatada a presenga de embriles implantados ao
longo dos cornos uterinos, foi aberta a cavidade toracica para acessar o
coragdo. Em seguida, foi perfundido de 30 a 40 ml da solu¢fo fixadora através
do ventriculo esquerde durante 15 minutos. As solucfes fixadoras utilizadas
foram:

- Paraformaldeido (PFA) 4% (Sigma-5St.Louis/EUA, cod. P6148) dissolvido em
tampio fosfato-salina (PBS) 0,1M pH 7.4 contendo 0,1M de sacarose, para
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materiais destinados aos processamentos de inclusfio em parafina ou em
composto OCT (Tissue-tek).

- PFA 4% ¢ glutaraldeido (GTA) 0,2% (Ladd Research Industries INC) em PBS
0,1M pH 7.4 contendo 0,1IM de sacarose, para inclusfio em resina LR-white
(Sigma-St. Louis/EUA, kit 2770).

- GTA 2,5% em PBS 0,1M pH 7,4 contendo 0,1M de sacarose, para inclusio
em resina epoxi.

Foram coletados materiais de pelo menos trés sitios de implantaciio de
irés animais diferentes para cada ddg estudado.

Apbs a perfusdo, o ftero foi removido da cavidade abdominal e o
material foi seccionado da seguinte maneira: os sitios de implantagfio de 8% ¢ 9°
dias foram seccionados transversalmente na regific mediana; nos sitios de
implantag@o de 11° e 13° dias, foi removido o perimétrio antes da clivagem no
sentido transversal. A partir do 15° dia isolaram-se os botGes placentarios,
destituindo-os do perimétrio ¢ recortando transversalmente os botSes em fatias
de 2 a 3 mm de espessura. Esses espécimes permaneceram imersos, por mais

uma hora, na mesma solugdo fixadora utilizada na perfusfo.

4.3 - Processamento
4.3.1- Inclusio em parafina

Os espécimes recortados e mantidos imersos na solug@o fixadora (PFA
4% em PBS 0,1M) foram lavados em PBS 0,02M pH 7.4, desidratados em
gradientes crescentes de concentragfio de etanol, diafanizados em xilol ¢
inchuidos em parafina contendo DMSO (Histosec - Merck), de acordo com a
técmica rotineira de inclusfio em parafina. Cortes de 6um de espessura foram
obtidos em micrétomo rotativo e coletados em 1dminas histologicas revestidas

com poli-L-lisina a 1% (Sigma-St Louis/EUA, cod. P8920).
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Estes cortes histologicos foram corados com Hematoxilina e Eosina
(HE) e utilizados inicialmente para estudo morfoldgico da placenta a nivel de
microscopia fotdnica, visando uma melhor compreensio do modelo biolégico

em estudo e posteriormente para rea¢des imunoistoquimicas.

4.3.2 - Embebicfio e congelacio em composto OCT para criocortes

Os espécimes coletados apos perfusio foram lavados em PBS 0,02 M
pH 7.4, tratados com glicina 0,1M (Merck) por uma hora, ¢ submetidos ao
tratamento crioprotetor com concentragdes crescentes de sacarose (10%, 20% e
30%). Para congelagdo, os espécimes foram embebidos em composto OCT

(Tissue Tek) e merguthados em n-hexano/N2. Os blocos contendo os espécimes

congelados foram armazenados em “freezer” & temperatura de -20°C até o
momento da crioctomia. Os criocortes com 5 ou 6um de espessura foram obtidos
em criostato (Minotome-IEC), coletados em ldminas gelatinizadas e secos ao
ar.

Foram coletados, também, espécimes a fresco, sem fixagdo, que foram
imediatamente congelados em n-hexano/N,. Quando tomado este
procedimento, os criocortes foram pés-fixados em acetona (p.a.acs. - Cinética
Quimica Ltda) ou metanol (p.a.acs. - Quimica Moura Brasil) a temperatura de
~20°C.

Os criocortes obtidos de acordo com os processamentos acima foram

destinados para reag8es imunoistoquimicas.
4.3.3 - Inclusiio em resina epdxi (Epon 812)

Os fragmentos fixados foram lavados em PBS 0,02M pH 7.4, pés
fixados com tetréxido de dsmio a 1% durante 1 hora em temperatura ambiente,
lavados em PBS 0,02M e tratados com acetato de uranila a 0,5% (Merck) por

12 horas. A desidratacdo foi condnzida conforme a técnica rotineira para
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inclusdo em resina Epon (Poli/Bed 812 - Poliscience/EUA). A polimerizagdo
foi conduzida a 60° C por 48 horas.

Os cortes semifinos foram obtidos em ultramicrétomo Porter Blum MT2
ou MT1 (Sorvall) e apés corados com azul de toluidina 0,5% (Merck), foram
analisados a nivel de microscopia fotOnica. Apos delimitagdo das areas de
interesse, o0s cortes ultrafinos de coloragdo cinza-prateado, obtidos no
ultramicrétomo Porter Blum MT2 (Sorvall), foram coletados em telas de cobre
de 150 “mesh”™ e contrastados com acetato de uranila 1% (Merck) e citrato de
chumbo de Reynolds. As observacdes foram feitas no microscopio eletrbnico
de transmissdo Zeiss EM-9S (60kV), Philips EM 400 (60kV) ou JEQOL 100 CX
iL

4.3.4 - Inclusiic em resina L.R-White

Os materiais fixados em PFA 4% e GTA 0,2%, dissolvidos em PBS
0,1M pH 7.4 contendo 0,1M de sacarose, foram lavados em PBS 0,02M pH 7,4
(3x 10 minutos) ¢ tratados com solugio de lisina 0,1M ou de glicina 0,1M por 1
hora. A desidrataco foi feita em concentragdes crescentes de N-N-
dimetilformamida (50%, 70%, 80%, 90% e 100%) durante 30 minutos cada. Os
fragmentos foram embebidos em misturas de N-N-dimetilformamida e resina
LR-White (Medium Grade - London Resin ou Hard Grade - SIGMA - St
Louis/EUA kit 27.70) nas proporgOes de 1:1 e 1:2 durante 1 hora cada, para
posterior embebi¢do na resina LR-White pura durante 12 horas. A incluséo foi
feita em céapsulas “BEEM” de fundo chaio preenchidas com LR-White € a
polimerizagio foi induzida com luz ultravioleta a -20°C, por 48 horas.

Cortes semifinos de 0,5um foram obtidos em ultramicrétomo Porter
Blun MT-2 (Sorvall} ¢ foram coletados em l&minas histolégicas. Os cortes
ultrafinos de coloragfo amarelo-dourada foram coletados em telas de niquel de

200 ou 150 “mesh” e destinados as rea¢Bes imunocitoquimicas.
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4.4 - Reacfes imunoistoguimicas

Cortes de congelagio e de parafina foram submetidos a técmica de
reaches imunoistoquimicas, utilizando-se anticorpos policlonais, anticatepsina
D (45 kD) e anticatepsina B (24 kD), obtidos em coelho. Estes anticorpos
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Sadaki Yokota do "Department of
Anatomy, Y amanashi School of Medicine, Japan”.

4.4.1- Imunofluorescéncia em cortes de congelacdo

As laminas contendo os criocortes foram lavadas em PBS 0,02M pH 7.4
por 3 vezes de 10 minutos. O tratamento de bloqueio, anterior & incubacdo do
anticorpo primério, foi realizado com PBS 0,IM pH 7.4 contendo 0,5% de
albumina bovina sérica (BSA) (tipo V - Sigma-St.Louis/EUA cod. A2153) por
30 minutos em temperatura ambiente. Os anticorpos primarios diluidos em
PBS/BSA foram incubados de 12 a 14 horas em cdmara Gmida i temperatura de
0 a4°C. A anticatepsina D foi utilizada na dilui¢do 1:500 ¢ a anticatepsina B
1:2506.

Apds a incubagiio com o anticorpo primdrio, as liminas foram lavadas
em PBS 0,02M e o anticorpe secundario utilizado foi o de cabra anti-IgG de
coelho conjugado com fluoresceina (Sigma - St. Louis/EUA cod. F1262)

diluigdo 1:20 em PBS/BSA 0,1M pH 7,4. A incubagdo ocorreu 4 temperatura
ambiente ¢ na auséncia de luz, durante 60 minutos. A montagem com laminula
foi feita em gelatina glicerinada.

As observacbes foram realizadas em fotomicroscépic Jena-Lumar
acoplado em um sistema de epifluorescéncia composto com filro de excitagho
480 nm e filiro de barreira 510 nm. Foram utilizados filmes 35 mm Kodacolor

(Kodak) 1SO400 para obtengdo de fotomicrografias de fluorescéncia.



4.4.2 - Imunoperoxidase em cortes de congelacio

As laminas contendo criocortes foram lavadas em PBS 0,02M pH 7,4
por 3 vezes de 10 minutos ¢ tratadas com PBS 0,02M contendo 0,03% de
perdxido de hidrogénio durante 30 minutos, para inibigo da peroxidase
endégena. O tratamento de bloqueio e a incubagio dos anticorpos primarios
seguiram O mesmo protocolo descrito no item 4.4.1.

Apds a meubagdo do anticorpo primario as 14minas foram lavadas com
PBS ¢ incubadas com o anticorpo secundario, anti IgG de coetho em cabra
conjugado com peroxidase - kit PAP (Dako-EUA ou Nordic-Franga), durante
45 minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados novamente com
PBS e em seguida, lavados com tamp#o Tris/HCI 0,02M pH 7.4

A revelagBio for feita com diaminobenzidina (DAB) 0,5 mg/ml (Sigma-
St.Louis/EUA cod D5637) contendo 0,01% de peréxido de hidrogénio diluida
em Tris/HCL Os criocortes foram contracorados com verde de metila a 0,5% ¢

as laminulas montadas com gelatina glicerinada.

4.4.3 - imunoperoxidase em cortes de parafina

Os cortes histolégicos desparafinizados foram submetidos ao tratamento

de inibico da peroxidase endégena como descrito em 4.4.2. Em seguida,

aleuinas 1Aminas Foram imersas em tmpao oitrato U.0TM pH 6.0 ¢ submeridas ™~

a um tratamento de 5 minutos ou 10 minutos em poténcia maxima, no
microondas para melhor exposi¢do dos epitopos. Um lote de cortes histolégicos
ndo foi submetido ao tratamento com o microondas, seguindo diretamente para
as etapas subseqiientes.

O tratamento de bloqueio variou de pH conforme o anticorpo primério a
ser utilizado. No caso da anticatepsina D o bloqueio foi realizado com PBS

0,iM pH 7.4 contendo 0,5% de BSA e para a anticatepsina B, o bloqueio foi
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realizado com o PBS/BSA em pH 8,2, durante 30 minutos em temperatura
ambiente.

A incubacfo dos anticorpos primarios anticatepsina D e B foi feita de
acordo com o protocolo anteriormente descrito no item 4.4.2. A diferenga
constituiu no pH utilizado na solugo de PBS/BSA para diluigo dos
anticorpos.

A incubacfio do anticorpo secundario e a revelagfo do conjugado em
nada diferiu da reaglio descrita no ifem 4.4.2 para reacfo de imunoperoxidase.
As laminas foram contracoradas com hematoxilina, desidratadas em gradientes
de alcool etilico e para montagem permanente foi utilizado balsamo sintético

{Entellan - Merck).

4.4.4 - Imunoflucrescéncia em cortes de parafina

O tratamento de blogueio, a incubagiio dos anticorpos primarios, assim
como o tratamento no microondas a que foram submetidos os cortes, foram
iguais ao procedimento descrito no item anterior para a técnica de
imunoperoxidase.

O anticorpo secundéario utilizado foi o anti-IgG de coelho {em cabra)
conjugado com o fluorocromo Cy2 (Amersham) na diluigdo de 1:50 em

PBRS/BSA 0,0IM pH 7.4 e 2 mcubagio foi feita por 1 hora, em temperatura

de fluorescéncia descrito no item 4.4.1.

4.4.5 - Contreles

Foram utilizados rim ou figado de ratos Wistar e de camundongos Swiss
coletados e processados nas mesmas condigbes dos mateniais do nosso
experimento. As laminas contendo criocortes ou cortes de parafina de rim ou

figado foram processadas simultaneamente, nas reagdes de imunoistoquimica,
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para controle positivo da reacio. Foram utilizados ainda, como controles

negativos, cortes onde ndo foram incubados os anticorpos primarios.

4.5 - Procedimento para imunomarcacio a nivel ultra-estrutural

Foram utilizados cortes ultrafinos de LR-White coletados em telas de
niquel. As telas foram lavadas com PBS/BSA pH 7.4. O anticorpe primario
desejado foi diluido em PBS/BSA 0,5% pH 7.4 ¢ incubado “over night”, em
cimara amida, a temperatura de 4° C. Posteriormente, as telas foram
submetidas a varias lavagens em PBS 0.02M pH 7.4, incubadas com proteina
A-gold (15 nm) diluida em PBS/BSA por 30 minutos. Apés a lavagem, que foi
feita por varias passagens na agua milliQ, os cortes foram contrastados com
acetato de uranila a 1% (Merck), citrato de chumbo de Reynolds ¢ revestidos
com pelicula de carbono. As observagdes foram feitas nos microscopios

eletrdnicos de transmissdo ZEISS EM 98 (60kv) e JEOL 100 CX IL

4.6 - Processamente imunogquimico
4.6.1 - Obtencdo de homogeneizados

Foram utilizados de 2 a 5 animais de cada um dos seguintes ddg: 11%,
132, 152 e 18° para obtengio do homogeneizado tecidual. Os animais foram
sacrificados através de deslocamento cervical apds a inalagdio de vapores de
éter e as placentas foram cuidadosamente removidas ¢ dissecadas sobre placas
de Peiri refrigeradas com gelo. Os fragmentos finamente recortados foram
pesados e suspensos (na proporgio de 30g/1) em Tampdo PIPES 5 mM (Sigma-
St.Louis/BUA cod P6753) contendo 0,3M de sacarose. A homogeneizagéo

mecénica foi realizada em tubos de vidro (Thomas n® AA9Z), com pistilo de
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teflon, em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a 2.000 RP.M.
durante 10 minutos a -5°C, em centrifuga refrigerada Sorval (modelo RC2-B,
rotor de angulo fixo 8834) . A cada 500ul de sobrenadante foram adicionados
100 pl de triton X-100 (Reagem - Rio de Janeiro/BRA) e 400 ul de agua
destilada e centrifugados novamente a 15.000 R.P.M. durante 10 minutos a
-5°C. Os sobrenadantes foram misturados na proporgio de 1:1 em tampio
amostra para eletroforese constituido de: (2 mi de Tris-HC1 0,5M pH 8.6, 2 ml
de glicerol, 2 ml de SDS (Sigma - St. Louis/EUA cod L3771) a 10%, 200 pl de
B-mercaptoetanol (Sigma - ST. Louis/EUA cod M7154), 400 ul de azul de
bromofenol a 0,5% e 1,4 ml de 4gua destilada). Em seguida, foram levados ao
banho-maria fervente durante 3 minutos. A concentracic final dos
homogeneizados obtidos foi de 10%. As amostras preparadas pelo processo
acima foram alicotadas e mantidas congeladas em "freezer" a -20 °C até o

momento de aso.

4.6.2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS em miniplaca

vertical

Os géis de poliacrilamida/bisacrilamida SDS foram preparados segundo

o método de Laemli (1970) nas concentracdes de: 10%, 12,5%, 15% e 20% ou

na forma de gradiente de concentragdo @c__iﬂ al15%, 1252 17.5% ¢ de 15 a

20% para os géis de separacdio. O gel de preparagdo foi sempre utilizado a
4,5%.

As miniplacas (10 x 9,5 cm ou 8 x 8 ¢cm) foram montadas em uma cuba
vertical de eletroforese (Dual system - Sigma) com tamp#o para cuba que
consistiu de: 0,6% de Tris-base, 3% de glicina ¢ 1% de SDS a 10% (Sigma - St.
Louis/EUA cod L.3771). Antes de serem distribuidas nas canaletas, as amostras
dos homogeneizados foram levadas em banho-maria fervente por 1 minuto e,
dependendo do pente utilizado, foram aplicados volumes que variavam de 5 a

20 ul. As corridas foram sempre acompanhadas por um padrio de peso
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molecular (MW-SDS-70, Sigma). A fonie de corrente continua foi ajustada
para 20 mA/80V ¢ a cuba mantida 4 temperatura de 4°C.

Ao término da comida, alguns géis foram corades com “ Coomassie
brilliant blue” a 0,25% para conferir ¢ padriio de separagio eletroforético das
bandas € comparar com as referéncias utilizadas. Outros foram transferidos

para membrana de nifrocelulose.
4.6.3 - Transferéncia para membrana de nitrocelulose

A transferéncia para membrana de nitrocelulose (S&S NC) for feita em
uma cuba de sistema “semi-dry” (Taito - Japan) conectada a uma fonte
(Técnica Permatron) ajustada para uma corrente continua de 2 mA/cm®, durante
1 hora. O tampfo de transferéncia utilizado foi composto de 0,3% de Tris base

(Sigma) contendo: 0,15% de glicina (Merck) e 1% de metanol (Merck).
4.6.4- Reaciio imunogquimica

A membrana de nitrocelulose foi lavada em tampéo de lavagem (PBS
0,02M pH 7,4 com 0,3% de tween 20) e tratada com tampdo de bloqueio
(PBS 0,02M pH 7.4 com 0,5% de BSA, 0,1% de tween 20 e 15 mM de NaN3)

durante 30 a 40 minutos. Posteriormente, foi feita a incubagio com o anticorpo

primario anticatepsina B ou D, diluido 1:500 em PBS/BSA durante 12 horas, &

temperatura de 0 a 4°C. A membrana foi lavada em tampfio de lavagem e
incubada com o anticorpo secundario (IgG de coelho conjugado com
peroxidase em cabra - kit PaP - Dako Chem.) por 30 minutos a temperatura
ambiente. A revelagfo foi feita com DAB a 0,5% (Sigma) diluida em Tris HCI
0,05M pH 7,4. Foram obtidos os “Rfs” das bandas positivas para o calculo dos

respectivos pesos moleculares.
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5- RESULTADOS

§.1. Andlise Morfolégica

5.1.1 - Descricio morfolégica e localizacdo das células trofobldsticas

gigantes (CTGs) a nivel da microscopia fotnica

As descricbes morfologicas a seguir foram baseadas em analises de
cortes histolégicos de materiais processados em parafina e/ou em cortes semi-
finos de materiais incluidos em resina epoxi.

As CTGs caracterizavam-se morfologicamente pelo seu tamanho
avantajado, formato irregular devido aos seus prolongamentos citoplasmaticos,
nicleo grande com cromatina pouco condensada, nucléolos evidentes e
vesiculas intracitoplasméticas de tamanhos variaveis (Fig. 1). Os
prolongamentos citoplasmaticos uniam-se aos prolongamentos de células
contiguas delimitando lacunas de tamanho variavel. Eritrocitos, ou agregados
destes, assim como restos celulares, foram comumente encontrados tanto no
interior de CTGs quanto nas lacunas delimitadas pelos seus prolongamentos

citoplasmaticos (Fig. 1). Estas caracteristicas morfologicas gerais foram

- utilizadas para identificagio. desta populagio celular nos diferentes estadios

analisados.

Nio sendo o proposito deste trabalho, nfio foram mencionados os
aspectos morfolégicos do embrido encontrados em desenvolvimento de cada
estadio, além de que, nos materiais coletados apos o 11° ddg, o embrifo foi

removido durante a coleta.

5.1.1.1 - Qitave dia de gestaciio

O blastocisto encontrava-se implantado na regifio antimesometrial do
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Gtero e as CTGs ocupavam todo o perimetro deste blastocisto formando a
interface com as céhulas endometriais. As células endometriais desta regido
encontravam-se decidualizadas. As CTGs em contato com o tecido materno
apresentavam formato irregular devido aos inGmeros prolongamentos
citoplasmnaticos que freqiientemente eram enconirados insinuando-se enfre as
células deciduais presentes na interface. Nesta localidade, as cclulas maternas
apresentavam-s¢ em graus variados de degenerag@o. Os prolongamentos
citoplasmaticos de CTGs, que estabeleciam contato entre si ¢ com CTGs
contiguas, delimitavam lacunas de tamanhos variados, onde eram encontradas
células sangiiineas maternas. Esta imagem era encontrada ao longo da area
periférica que delimitava o blastocisto (Fig. 2). No citoplasma das CTGs
encontradas nestas regides observava-se um grande numero de vesiculas de
tamanhos variados. Estas vesiculas apresentavam contefido heterogéneo, sendo
freglientemente encontradas hemacias e restos celulares. As céiulas deciduais
em contato direto com as CTGs apresentavam ocasionalmente sinais de
degeneracfo, isto ¢, contorno celular pouco nitido ¢ graus variados de picnose
nuclear.

Na regido voltada para o polo mesometrial do blastocisto, encontrava-se
o cone ectoplacentario (CEP) constituido por um agregado de células de origem
trofoblastica (Fig. 3). As células trofoblasticas indiferenciadas, localizadas na
base do CEP e em contato com os embrioblastos, eram peguenas ¢ poligonais,
enquanto aquelas mais proximas da periferia tornavam-se maiores ¢ davam
continuidade as CTGs (Fig. 3) que ocupavam todo o perimetro do CEP em
contato com © tecido materno. As CTGs presentes no CEP também
delimitavam grandes espagos ocupados por células sangilineas maternas
extravasadas, juntamente com outras células do estroma e do epitélio uterino
em degeneragiio (Fig. 3).

A luz uterina da regifio mesometrial apresentava o seu revestimento
epitelial integro, apenas na sua extremidade mais distante do local onde se

desenvolvia o CEP. Junto ao CEP, a luz uterina estava destituida do seu epitélio
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e em seu interior era encontrada wma grande quantidade de restos celulares,
células maternas em degenera¢io e hemacias.

0O endométrio da regifio mesometrial caracterizava-se ainda pela
dilatacdo dos seus vasos sangiiineos que delineavam trabéculas formadas pelas
células do estroma endometrial. Estas células do estroma apresentavam
caracteristicas de células em processo de decidualizagdo, sendo freqiientemente

encontradas células granulosas metriais.

5.1.1.2 - Nono dia de gestacio

As CTGs foram encontradas nas mesmas localizagBes descritas para o 8°
ddg, isto é, ao longo de todo o perimetro embrionario € do CEP. Estas CTGs
apresentavam basicamente as mesmas caracteristicas morfolégicas ja descritas
anteriormente, porém algumas células apresentavam-se maiores ¢ foram
encontradas, com maior freqiiéncia, células contendc vesiculas
intracitoplasmaticas na regidio antimesometrial.

O CEP aumentou bastante seu tamanho, mantendo o formato
cuneiforme, porém expandindo-se lateralmente. Entre as células trofoblasticas
ndo diferenciadas do CEP, foram observados intersticios ocupados por c€lulas

sangiiineas maternas. As CTGs do CEP eram encontradas ndo apenas junto do

~.seu perimetro, mas também em Areas mais distantes ao longo da luz uterma,

gque neste momento ndo apresentava mais o revestimento epitelial. No
endométrio, préximo ¢ acima do CEP, os vasos sangilineos apresentavam a sua
luz dilatada formando grandes seios que delimitavam trabéculas de espessura
variada, contendo células em decidualizag:ﬁo. Junto a estas trabéculas foram
encontradas CTGs, insinuando-se entre as células maternas (Fig. 4) de
aparéncia sadia ou em graus variados de degeneragdo. Foram enconiradas,
também, CTGs ou prolongamentos citoplasmaticos destas, invadindo a luz de

vasos sangiiineos maternos. As CTGs da regifio do CEP apresentavam vesiculas



intracitoplasmaticas com as mesmas caracteristicas morfologicas da regido

antimesometrial, no entanfo, em menor quantidade.

5.1.1.3 - Décimo primeiro dia de gestacio

Com o desenvolvimento e crescimento do embrifio, a parede uterina da
regifio antimesometrial tornava-se menos espessa, ocorrendo uma redugdo do
namero de camadas de células deciduais do endoméirio e um adelgagamento do
miométrio como um todo. Toda a extens@io do saco vitelino era revestida por
uma ou mais camadas de CTGs justapostas, que mantinham-se em contato com
o endométrio decidualizado. Neste periodo, as CTGs desta regifio atingiram sua
maior dimensdo e eram observados préximo ou junto a elas componentes do
tecido materno em graus variados de degeneracdo. Era freqiiente a observagdo
de células maternas em degeneracdo confinadas pelos prolongamentos
citoplasmaticos das CTGs. Estas CTGs, presentes principalmente na regido
mesometrial, possuiam um grande numerc de vesiculas intracitoplasmaticas
semelhantes as encontradas no 8% ¢ 92 ddg.

O CEP, que no 8% ¢ 9° ddg formava um agregado cuneiforme de células
trofoblasticas, tornava-se uma massa celular maior que se estendia lateralmente

acompanhando o crescimento do embrido (Fig. 5). Esta massa celular na sua

..base era.constituida, neste momento,. por.céhulas trofoblasticas indiferenciadas. ...

entremeadas de um delicado tecido mesenguimal e este conjunto ocupava a
maior extensdo junto ao embrifio em desenvolvimento. Logo acima desta base
eram encontradas células delgadas e alongadas que umiam-se a células
adjacentes, formando pequenas traves descontinuas. Entre estas fraves eram
formadas lacunas de tamanhos variados preenchidas por hemécias. Esse
conjunto celular constitufa o esbogo do que seria a camada do labirnto-
trofoblasto. Acima destas traves, em diregio ao mesométrio, eram encontrados
pequenos grupos de células poliédricas justapostas, os quais na placenta

madura constituiriam o conjunto de células da camada do espongio-trofoblasto.
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Entre estas células e as células do endométrio, foram normalmente encontradas
7 a 3 camadas de CTGs de tamanho e formato variados, delimitando a interface
materno-fetal (Fig. 5). A grande maioria destas CTGs possuiam um menor
namero de vesiculas intracitoplasméaticas se comparadas com as CTGs da
regifio mural. Foram encontrados também, nesta regido, prolongamentos de
CTGs penetrando no interior de vasos sangiiineos maternos. Neste momento,
ja podia ser identificado um contorno discéide para o conjunto formado pelas
células originadas do CEP (Fig. 5). Nas bordas deste primérdio do disco
placentario encontravamos um actmulo maior de CTGs (Fig. 6), que estavam
em continuidade com as CTGs que faziam o revestimento da regido
antimesometrial. Nesta regido também era observada a formag#o de um grande
namero de lacunas delimitadas pelos prolongamentos citoplasmaticos das
CTGs que confinavam sangue materno e restos celulares em degeneracio.
Concomitantemente, o endométrio mesometrial acima da placenta fetal
em formacio mostrava alteragdes significativas, entre as quais, maior irngacio
sangiiinea com dilatagdo dos vasos, organizagdo das trabéculas de células

deciduais e um actimulo de células granulosas metriais (Figs. 5, 6).

5.1.1.4 - Décimo terceiro dia de gestacio

- A partir do 13° ddg foi dada énfase 4 regifio mesomeirial onde estava
ocorrendo o processo de placentagfio. Toda a regido antimesometrial fo1
removida juntamente com o embrific durante o processamento dos gspécimes.

No 132 ddg a placenta em formagdo assumiu um contorno nitidamente
discéide, onde ja se distinguiam claramente as trés camadas trofoblasticas
placentarias (Fig. 7). A primeira camada formada pelas CTGs ocupava todo o
perimetro externo do disco placentdrio que se estendia até as suas bordas. Na
abobada placentéria as CTGs tornaram-se mais alongadas, porém projetavam
ainda os seus prolongamentos entre as células deciduais ou na direclo dos

vasos sangiiineos maternos (Fig. 8). Estas CTGs apresentavam pequena
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guantidade de vesiculas intracitoplasmaticas e no interior destas ndio foram
identificadas grandes quantidades de hemacias. Nas lacunas menores
confinadas pelos prolongamentos citoplasmaticos, eram encontradas hemaécias
maternas e restos celulares. Nas bordas do disco placentario, era observade o
actmulo maior de CTGs, porém ja em niimero mais reduzido se comparado ao
11° ddg.

A camada do labirinto, formada por uma trama tridimensional de traves
celulares que confinavam espagos de tamanhos variados, contendo sangue
materno, era a mais espessa da placenta (Fig. 7). No eixo destas traves do
labirinto, eram enconiradas hemdcias nucleadas. Entremeadas nesta camada
foram encontrados, esporadicamente, conjuntos de células trofoblasticas
pequenas indiferenciadas.

Entre o labirinto ¢ a camada de CTGs organizava-se a camada do
espongio-trofoblasto que era constituida por 3 a 10 camadas de células
poligonais justapostas. As células do espdngio apresentavam o citoplasma
basofilo, o nacleo central e esférico, contendo pequenas areas de condensagdo
cromatinica.

Na regifio abaixo da camada do labirinto, junto & base da placenta,
verificavam-se agregados de pequenas células trofoblasticas ainda nio

diferenciadas entremeadas com o tecido mesenquimal extra-embrionério e

Reichert, cuja superficie voltada para a por¢io embrionaria era revestida pelo

endoderma parietal.

5.1.1. 5 - Décimo guinte dia de gestaciio

Com o crescimento da placenta fetal, decorrente principalmente do
aumento da camada do labirinto, verificava-se uma redugfio na espessura dos
tecidos que organizavam & porgdo materna. O endométrio da regido

mesometrial, também conhecido como decidua basal, tornava-se uma camada



mais fina com actmulo de células granulosas metriais nesta regifio. Algumas
células do endométrio, préximas a interface com a placenta fetal, apresentavam
o seu citoplasma extraido, dando aspecto de células em degeneragio.

As CTGs, encontradas em intimo contate com as células da decidua
basal, delineavam o limite da interface ¢, comumente, apresentavam formato
alongado e irregular, devido 4 projecdio dos seus prolongamentos enire as
células deciduais. Foram freqiientemente encontradas CTGs contornando
internamente a luz dos vasos sangiiineos maternos que se abriam nesta
localizacdo (Fig. 9). Era comum a presenga de restos celulares confinados pelos
prolongamentos das CTGs, assim como, células de origem materna em
degenerag@io, proximas as CTGs (Fig. 9). O numero de wvesiculas
intracitoplasmaticas se apresentava menor e estas normalmente continham
apenas restos celulares.

O actimulo de CTGs encontrado nas bordas do botfo placentério era
menos proeminente neste estdgio. As CTGs destas areas mantinham o formato
irregular, enguanto aquelas da aboboda placentéria tornavam-se mais achatadas.
As lacunas delimitadas pelos seus prolongamentos também aparentavam ser
mais colabadas ¢ distendidas, acompanhando a curvatura da placenta. O
citoplasma destas CTGs tinha a aparéncia mais homogénea, sendo menos

freqilentes as células com materiais fagocitados em seu interior.

As células poligonais, abaixo da camada de CTGs, que compunham o .

espbngio-trofoblasto eram facilmente identificadas (Fig 10) porém, junto a
estas, era encontrada esporadicamente uma populacio celular, cuja
caracteristica principal era o aspecto esponjoso do seu citoplasma.

A camada labirintica constituia uma trama de traves celulares
extremamente complexa, podendo ser enconfrados grupos de células
trofobléasticas poligonais pequenas em seu interior. No eixo das traves celulares
do labirinto foram observados vasos sangiiineos fetais onde eram encontradas
hemacias nucleadas. Um ténue tecido mesenquimal (Fig. 10) também preenchia

o eixo das traves do labirinto ¢ dava continuidade ao tecido mesenquimal



enconirado na base da placenta. Na regifio basal da placenta, eram encontrados
pequenos agregados de células trofoblasticas indiferenciadas embebidas no

tecido mesenguimal, além de vasos sangiiineos fetais de diversos calibres.

5.1.1.6 - Décimo oitave dia de gestacio

As CTGs encontradas no 18° ddg eram bastante delgadas, com o niicleo
alongado e mais dificeis de serem identificadas na maior extensiio da placenta
com excecio das bordas placentanias, onde formavam grupos de células menos
achatadas (Fig 11). As CTGs praticamente ndo possuiam mais vesiculas
intracitoplasmaticas e 0s seus prolongamentos eram mais escassos. Além disso,
tomou-se mais fregiiente a presenca de céiulas deciduais intactas fazendo
justaposi¢o as CTGs.

As células da camada do espOngio tornavam-se mais globosas e de
citoplasma mais claro, estando as vezes, aparentemente em contato com as
células maternas, onde era dificil distingui-las das proprias CTGs.

A camada do labirinto era a mais proeminente, sendo observados vasos
fetais contendo hemacias fetais (agora anucleados) no interior das traves
celulares (Figs. 11 e 12). N&o foram mais encontradas células trofoblasticas
indiferenciadas nesta regifo. Algumas células desta camada apresentavam areas
citoplasmaticas extraidas em cortes de parafina, ou preenchidas de material .
homogéneo em cortes de resina.

A por¢io materna tornou-se bastante delgada, com o endométrio
decidualizado reduzido a uvma fina camada, que dava continuidade ao
miométrio através de uma delgada camada de estroma nfo decidualizado. As
células granulosas metriais, também em menor niimero, foram encontradas no

endométrio ¢ nc miométrio.
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5.1.2 - Descricdo ultra-estrutural das CTGs

As descrigdes ultra-estruturais foram focalizadas nas CTGs a fim de se
estabelecer os padrfes morfologicos destas células nos periodos estudados,
dando subsidios para as analises posteriores de imunomicroscopia eletronica.

As CTGs ao nivel ultra-estrutural caracterizavam-se pelo seu citoplasma
rico em polissomas ou ribossomas livres, com o reticulo endoplasmético
granular proeminente, enquanto © reticulo endoplasmatico liso era menos
evidente. As mitocOndrias presentes eram pequenas, de formato esférico ou
eliptico, ¢ apresentavam as proje¢Oes da membrana interna predominantemente
tubulares. O complexo de Golgi, na maioria das células, era bastante
desenvolvido e ocupava a area perinuclear. Foi comum a observagic de
vesiculas nas proximidades desta organela, assim como eventuais vesiculas com
membranas revestidas. Feixes de filamentos orientades, em varios sentidos,
foram encontrados com freqii€éncia no citoplasma das CTGs € nos seus
prolongamentos. Vesiculas de tamanhos variados lembrando lisossomas
secundarios eram freqiientes, assitn como goticulas eletrondensas de lipidios
também foram encontradas no mterior das CTGs.

O envoltério nuclear apresentava contorno irregular podendo apresentar

invaginaces profundas, e continha numerosos poros nucleares. A cromatina

- era, RO _gggalﬁ.. pouco condensada
ocorria uma maior condensagio formando grumos.

Na superficie celular hvre, assim como ao longo dos prolongamentos
citoplasmaticos foram enconfrados microvilos irregulares, enquanto, nas
regides de contato entre CTGs contiguas e/ou seus prolongamentos, era comum
a presenga de jungdes do tipo aderente (Fig. 14) ¢ desmossoma (Fig. 13).

As CTGs encontradas nas frentes de invasio € em contato com as
células maternas (Figs. 14, 15 e 16) caracterizavam-se pela presenca de
fagossomas contendo células ou fragmentos celulares em graus variados de

degeneragdo. Os prolongamentos citoplasmaticos das CTGs delimitavam
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espagos de tamanhos variados, onde foram encontrados tanto grupos de células
sangilineas ¢ restos celulares em degeneragdo (Fig. 14), quanto células
sangilineas aparentemente sadias. Foi comum a presenga de células deciduais
em contato com as CTGs de 8% a 13% ddg, com aspectos de degeneragio (Figs.
14 e 15). Porém, células deciduais aparentemente normais também estavam
presentes junto as CTGs. Nos estagios mais avangados da gestaglo era mais
freqiiente encontrar CTGs ou seus prolongamentos citoplasmaticos proximos e
em contato com as células deciduais aparentemente integras (Fig. 16). Néo foi
observada qualquer forma de juncio celular entre as CTGs ou seus

prolongamentos com células de origem materna.

5.2 - Reacdes imunoistoguimicas em microscopia fotdnica

Foram testadas variagbes de técnicas para a otimizagio do método
imunoistoquimico na detecgdo das anticatepsinas D e B, visando atender a
reprodutibilidade e sensibilidade da reagdio, assim como 2 resolugdio das
imunomarcacdes. Uma sinopse dos resultados obtidos pelos procedimentos

testados esta ilustrada nas Tabelas I e [1.

- 5.2.1 - Imunoflusrescéncia em criecortes para anticatepsinas D.e B

As imunomarcagdes realizadas scbre os criocortes afetaram a
preservagdo morfologica do tecido, o que prejudicou as analises quanto a
localizagiio dos sitios de imunomarcagdo. Dentre as dificuldades encontradas
salienta-se a obtencdo dos criccortes, que se mostravam fridveis devide ao alto
teor de sangue no interior da maioria destes materiais.

O imunoconjugado de isotiocianato de fluoresceina utilizado nesta
técnica mostrou-se bastante fotossensivel, ndo permitindo analises prolongadas

através do microscopio de fluorescéncia ou uma documentagio fotografica
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apropriada da imunomarcacdo. Fremte a estas dificuldades, os resultados
obtidos por esta técnica serviram apenas como dados preliminares e de
orientagdo quanto aos procedimentos imunoistoquimicos.

Foi detectada fluorescéncia positiva nas reagdes para anticatepsina D em
CTGs localizadas nas regides do CEP e mural do embrifo nos materiais de 8%¢
9¢ ddg (Fig. 17), assim como naquelas presentes nas bordas e na abdbada das
placentas do 11° ao 15° ddg. O padric de fluorescéncia encontrado nestas
CTGs era de aspecto difuso ¢ de intensidade varidvel.

Foi observada reago positiva para a anticatepsina B nas CTGs da regido
do CEP, da regifo mural do embrifio e nas CTGs das bordas e da abdbada
placentaria (Fig. 18). As CTGs encontradas nas placentas apresentaram uma
fluorescéncia fraca e com dificuldades na reprodutibilidade do método devido
aos problemas de preservaglio dos cortes.

Na camada labirintica obtivemos uma positividade bastante fraca e
difusa nas células de suas traves no 13° ¢ 15° ddg (Fig. 19), tanto para
anticatepsina D quanto para a B. Nos materiais de 18° ddg, a intensidade da
fluorescéncia era menos acentuada, e por isto de dificil documentagdo
fotografica. O espdngio-trofoblasto ndo apresentou reagdo positiva detectavel.
As células deciduais em torno do perimetro do embrifio nfo apresentaram
fluorescéncia detectadas por esta técnica, porém as células granulosas metriais

*-gpresentarant intensa positividade para-a anticatepsina D.

5.2.2 - Imuneperoxidase em cortes de congelacio

A necessidade da inibicAo da peroxidase enddgena neste método,
exigindo um tratamento com H>O,, acarreton prejuizos na morfologia e na
aderéncia dos cortes nas l4minas. A reprodutibilidade ¢ a sensibilidade das
reaghes imunoistoquimicas pelo método de revelagdo do conjugado de
peroxidase pela diaminobenzidina em criocortes mostraram-se satisfatérias

para as duas catepsinas utilizadas (Tabela I ¢ II). No entanto, a analise dos
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resultados ainda continnou bastante prejudicada pela falta de resolugfo

decorrente da deficiéncia na preservacdo morfoldgica do material em estudo.

5.2.2.1 - Reacdes imunoistoguimicas para a anticatepsina D

Para a catepsina D obtivemos reacles positivas nas CTGs encontradas
em praticamente todos os estadios analisados (Fig. 20), com excegdo do 18°
ddg. A localizagfo dos sitios reativos foi dificultada pela espessura dos cortes e
constante ruptura do tecido em areas de interesse.

Foi constatada positividade nas células que constituem as traves do
labirinto (Fig. 21) e no endoméirio foram constatadas reagbes positivas fracas ¢
irregulares nas células deciduais que circundam o blastocisto ¢ nas células

granulosas metriais.

5.2.1.2 - Reacfes imunoistoquimicas pars a anticatepsina B

A anticatepsina B apresentou positividade nas CTGs na maioria dos
estadios analisados & semelhanga da anticatepsina D (Fig. 22). O padrdo de
distribuigfo das marcagdes era difuso no citoplasma e a intensidade de reagfo
apresentava-se sempre mais ténue do que aquelas observadas para a
anticatepsina D. Este padrio de - reatividade foi observado também para o
labirinto e para as células deciduais maduras foram encontradas marcagles

fracas e esporadicas nas células presentes na interface com as CTGs.

5.2.3 - Imunoperoxidase em cortes de parafina

As reagdes de imunoperoxidase realizadas tanto em cortes fixados com
paraformaldeido {PFA) 4%, quanto naqueles contendo glutaraldeido (GTA)
0,1%, sem o tratamento prévio com o microondas ndo apresentou sensibilidade

para a detecgo das anticatepsinas D ¢ B (Tabelas { ¢ I, respectivamente).
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A reprodutibilidade no padrdo de reatividade foi obtida apds infimeros
testes com a utilizagdo do microondas em diferentes tempos € poténeia. O
padriio estabelecido, tendo como parlmetro de andlise o grau de preservagio
morfoldgica, a sensibilidade e a especificidade das reagdes imunoistoquimicas,
esta apresentado nas Tabelas I ¢ 1T e descrito a seguir. Porém, a adigdo do
glutaraldeido na solugdo fixadora inibiu completamente a identificaciio destes

antigenos mesmo com o tratamento pela microonda.

5.2.3.1 - Reacles imunoistoguinaicas para a anticatepsina D

A catepsina D foi detectada nas CTGs encontradas do 8° ac 18% ddg com
intensidades varidveis. O produto da reacdo foi encontrado distribuido no
citoplasma das CTGs podendo apresentar intensidades variaveis (Fig. 23). Da
mesma forma, os prolongamentos citoplasmaticos e as areas em contato com
células de origem materna apresentaram forte marcagio (Fig. 23). Os
compartimentos contendo restos celulares, assim como hemacias supostamente
confinadas entre os prolongamentos citoplasmaticos apresentaram, também,
intensa reacdo. Na regiio do CEP, além das CTGs, as células trofoblasticas
globosas encontradas mais perifericamente no cone apresentaram marcagio
significativa (Fig. 24). As hemdcias no interior do CEP, ou mesmo proximas a
-este, -também apresentaram-se positivas. As CTGs da- abdbada placentaria -
apresentaram reagfes que marcavam todo o citoplasma ou parte deste (Fig. 25),
com variagdo de intensidade. As CTGs desta regifio encontradas no 18° ddg
apresentaram menor mtensidade de reagSio, sendo encontradas formas
totalmente negativas. Na regifio mural do embrifio de 8°, 9% ¢ 11° ddg, as
CTGs apresentaram além do padrdo difuso de marcacfo, uma reagfo intensa em
locais bem definidos no seun interior (Fig. 23).

Foram encontradas ainda reagSes positivas nas células labirinticas das
placentas analisadas (Fig. 25). Nas placentas de 15° ¢ 18% ddg foram

encontrados grupos de células com reagBes positivas com localizaglo ¢
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morfologia compativel ao espongio-trofoblasto. As células deciduais maduras
em contato com as CTGs apresentaram, esporadicamente, reagles positivas em
forma de granulos intracitoplasméaticos (Fig. 23). As células granulosas metriais
apresentaram reagdo positiva (Fig. 26).

Os controles negativos realizados, omitindo-se ¢ anticorpo primario no
protocolo da reaglc imunoistoquimica, mostraram-se inteiramente neganvos,
exceto sobre as hemdcias, presentes mo interior das placentas e no CEP (Fig.
27). Os controles positivos, onde foram utilizados cortes da regifio cortical do
rim, mostraram marcagdes positivas intensas no interior das células dos tabulos
coletores renais, fracamente no apice das células dos tibulos contorcidos

proximais € negativas nos giomérulos renais (Fig. 28).

5.2.3.2 - Reagfes imunoistoguimicas para a anticatepsina B

Para reagOes mmunoistoquimicas pela técnica de imunoperoxidase também
observaram-se reagdes positivas para a anticatepsina B nas CTGs do 8 ao 18°
ddg com intensidades vanaveis. As reagQes estavam presentes no inferior das
CTGs em padrio predominantemente puntiforme, ou em areas definidas do
citoplasma (Fig. 29). Ndo foram observadas reagdes positivas intensas na regifo
do CEP, nas CTGs da periferia, assim como na regifio mural (Fig. 30). As
hemacias encontradas nesta regifio mostraram intensa positividade. As CTGs
encontradas na regifio da abobada placentiria também apresentaram reagdo
positiva no citoplasma, porém com variacfo de intensidade, sendo a maioria
totaimente negativas no 18° ddg (Fig. 31).

As traves labirinticas dos diferentes dias de gestacio apresentaram-se
fracamente positivas com menor intensidade que as CTGs. As células
deciduais em contato com as CTGs também apresentaram reagdes positivas
(Figs. 29 ¢ 31). Foram constatadas reacgdes positivas em algumas células da
camada do espdngio-trofoblasto (Fig. 31) nos estidgios mais avangados da

gestagéo.
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Nos controles negativos, onde foi omitido do protocolo a reagdo com o
anticorpo primario, ndo foram apresentadas reagdes positivas no interior das
CTGs. Porém, estes controles apresentaram uma intensa reag&o de fundo sobre
as hemacias que se encontravam proximas a elas (Fig. 32). Os controles
positivos realizados em cortes de rim mostraram reagdes positivas especificas

no interior dos tibulos contorcidos proximais (Fig. 33).

52.4 - Imunofiucrescéncia em ceortes de parafina revelados com o

conjugado fluorecrome Cy2

Foi wutilizado o mesmo procedimento adotado para reaglo de
imunoperoxidase em parafina, modificando-se o imunoconjugado de revelagdo
na tentativa de se avaliar a especificidade da reag3o da diaminobenzidina sobre
as hemacias.

O conjugado com o fluorocromo Cy2 mostrou-se mais resistente 8 agéo
da luz do que a fluoresceina, mantendo a sua fluorescéncia estavel por um
periodo mais longo de duragdo, facilitando as analises ¢ a documentacgio

fotografica.

572.4.1 - Reacdes imunoistoguimicas para a anticatepsina D

As reagdes imunoistoquimicas para 8% e 9% ddg mostraram reagBes
positivas intensas na regidio do CEP para a catepsina D e reagles totalmente
negativas para as hemdacias localizadas nesta area (Fig. 34). As CTGs da regido
mural do embrifio mostraram o seu citoplasma positivo e no interior destes,
foram encontrados contornos de vesiculas inteiramente negativas (Fig 35). As
CTGs encontradas nas bordas da placenta (Fig 36) apresentaram reagles
positivas mais intensas do que aquelas encontradas na abdbada placentiria
sendo algumas, desta regifio, inteiramente negativas de acorde com a resolugdo

do microscopio de fluorescéncia.



As células do labirinto apresentaram reages positivas puntiformes em
todos os estadios analisados (Fig. 36). Foi detectada com fregiiéncia, a
fluorescéncia nas células da camada do espéngio-trofoblasto de 15% ¢ 18 ddg,
nas células granulosas metriais  distribuidas pelo endométrio, porém
praticamente ndo detectada nas células decidualizadas préximas as CTGs.

Os controles realizados em cortes de rim apresentaram intensa
fluorescéncia nas células dos tibulos coletores renais, fracamente positivas no
4pice das cé€lulas do tibulo contorcido proximal e negativas nos demais
segmentos de néfron. (Fig. 37). Os controles negativos, onde ndo foi incubada a

anticatepsina, ndo apresentaram fluorescéncia (nfio documentado).

5.2.4.2 - Reagdes imuncistoquimicas para a anticatepsina B

As reagDes positivas para a anticatepsina B foram constatadas nas
células trofoblasticas mais globosas do cone (Fig. 38) e nas CTGs localizadas
na regido mural do blastocisto para o 8% ¢ 9° ddg (Fig. 39). Foi freqiiente a
observacgio de 4reas intracitoplasmaticas com maior intensidade de reagiio (Fig.
39 ¢ 40). Nio foi observada reacdo de fundo inespecifica nas hemacias. A
emissdo de cor amarela no considerada positiva, considerando-se o espectro de
emissdo de cor verde (510 nm) do fluorocromo Cy2. Foi observada

- fluorescéncia positiva nas CTGs localizadas -nas bordas da placenta -a partir

132 ddg (Fig. 40). Nas CTGs da abébada da placenta, as reag8es encontradas
foram bem mais ténues e nos ultimos estagios placentarios praticamente nfio
foram detectadas reagdes.

As células das traves do labirinto apresentaram reaglio positiva difusa em
todos os ddg estudados, porém sendo sempre mais ténue do que a positividade
encontrada no interior das CTGs. Algumas células, encontradas na camada do
espongio-trofoblasto dos estdgios mais avangados da gestagdo, apresentaram
positividade para esta catepsina. Nio foi detectada fluorescéncia junto as

células deciduais préximas as CTGs.
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Os controles realizados em cortes de rim de camundongo apresentaram
reagdes positivas nas células dos tibulos proxmmais (Fig. 41), enquanto os
controles negativos realizados em cortes de placenta ndo apresentaram

fluorescéncia.

Tabela - T - Padrio das reagBes imunoistoquimicas para a anticatepsina D obtido com

diferentes procedimentos de fixacio e revelagiio das reagdes.

Cories de parafina
Criocortes
flyoresc.!  peroxidase peroxidase fluoresc.”
PFA PFA PFA PFA+GTA PFA PFA+GTA
W wow | mw | wow | mw smw o mw | smw
Tmorfologia 2 R 3 B S B S B 3 B
W ++ ++ -+ + - - o # # #
“reagao inesp - + 4+ + + - - # # 4
PFA - paraformaldeido 4% - negativo
GTA - glutaraldeido 0,1% +  reago fraca
 fuorese.’ - isotiacianate de fluoresceina ++ _reacio moderada
fluoresc.” - fluorocromo Cy2 +++  reagdo intensa
mw - microondas # reagdes ndo realizadas
P - precarnia R regular
S - satisfatoria B boa

Obs - o tempo de tratamento no microondas (mw) foi de 5 min.
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Tabela - II - Padriic das reagBes imunoistoquimicas para a anticatepsina B, obtido

com diferentes procedimentos de fixagdo e revelaciio das reaces.

Cortes de parafina
Criocortes
fluoresc.!  peroxidase peroxidase fluoresc.”
FFA PFA PFA PFA+GTA PFA PFA+GTA
figed S/mMw oW sirmw T s/mw fiiied sfrow
morfologia P R 5 B S B S B 8 B
reacdo espec ++ ++ - - - b # # #
reacic inesp - + + - - - - # # #
PFA - paraformaldeido 4% - negativo
GTA - glutaraldeido 0,1% + reagdo fraca
fluoresc.” - isotiacianato de fluoresceina ++ reaglio moderada
fluoresc.” - fluorocromo Cy2 +++ reaglo intensa
mw - microondas # reacBes ndo realizadas
P - precénia R regular
S - satisfatoria B boa

Obs - o tempo de tratamento no microondas {mw) foi de 10 mmn.

5.3- Imunemicroscopia eletronica

As reagBes de imunomarcagdo para anticatepsina D, reveladas com a
proteina A-gold, apresentaram particulas de ouro no interior de lisossomas (Fig.
42) e fagossomas (Fig. 43), ao lado de outras vesiculas totalmente negativas
em CTGs de diferentes dias de gestaciio estudados. Foram encontradas, ainda,

particulas de ouro indicando positividade para catepsina D nos compartimentos
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envolvidos pelos prolongamentos citoplasmaticos das CTGs (Fig. 44), que
continham restos celulares ou componentes da matriz em degeneragdo (Fig.
45). Ndo foram encontradas imagens de imunomarcagio positiva de vesiculas
liberando o seu contetido para 0 meio extracelular.

A imunomicroscopia eletrdnica para a anticatepsina B mostrou fraca
marca¢lo sobre os lisossomas primarios e fagolisossomas das CTGs analisadas
(Fig 46). Com raras excegles, as marcacdes ndo eram significativas, isto €, o
namero de particulas de ouro n#o era maior do que aquele encontrado
distribuido 1imespecificamente sobre o0s cortes. Nio foram encontradas

marcagdes significativas nos compartimentos extracelulares préximos as CTGs.

5.4 - “Western blotting”

Os padrdes de bandeamento obtido pela eletroforese e “western-
blotting” dos homogeneizados de placenta de camundongos de 11° 139 15° ¢
18° ddg mostraram bandas reativas para as anticatepsinas D e B, que foram
reconhecidas nas bandas correspondentes a 45 kD e 24 kD, respectivamente.
Estas bandas correspondem as formas ativas destas enzimas (informagéo
pessoal, Dr. S. Yokota). Em menor proporgfo obtivemos reagdes positivas para
- a anticatepsina D em bandas com o peso molecular equivalente a 34 kD e 52
kD e para a anticatepsina B for comstatada uma banda menos reativa para o
peso molecular equivalente a 29 kD. Tais bandas correspondem as pré-formas
destas enzimas. As intensidades de reacdes entre homogeneizados de diferentes
dias de gestacfio ndo apresentaram diferencas significativas, sendo constatadas

bandas equivalentes em todas as amostras analisadas.
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Figura 1: Fotomicrografia mostrando o aspecto geral das CTGs de 9° ddg encontradas
na interface com o tecido materno. Notar a hipertrofia celular acompanhada da
hipertrofia do nicleo (N) e os espagos confinando células sangiiineas maternas
(setas). No interior do citoplasma sfio encontradas inimeras vesiculas (setas
menores). Corte de parafina, HE. 640x.

Figura 2: Fotomicrografia mostrando as CTGs (setas) de 8 ddg na interface com o
tecido materno da regiio mural do blastocisto (B). Nota-se na figura o
endométrio (ED) e o endoderma parietal (cabecas de seta). Observar as lacunas
formadas pelos prolongamentos das CTGs preenchidas com sangue materno.
Corte semifino de resina Epon corado com azul de toluidina, 320x.

Figura 3: Fotomicrografia da area do cone ectoplacentario de um sitio de implantacdo
uterina no 82 ddg. Blastocisto (B), cone ectoplacentario (CEP), CTGs (setas),
endométrio decidualizado (ED). Observar a grande quantidade de sangue
materno extravasado junto ao CEP (*) e o remanescente da luz uterina (%) na
regido mesometrial. Corte de parafina HE, 180x.

Figura 4: Fotomicrografia mostrando o detalhe das CTGs na frente de invasdo do CEP
no 9°ddg. Observar as CTGs (setas) e os seus prolongamentos (cabegas de seta)
invadindo o tecido materno na regido mesometrial. Corte de parafina HE, 640x.

Figura 5: Fotomicrografia mostrando o aspecto geral da placenta em formagdo no 11°
ddg. Traves de células decidualizadas (D) na regido mesometrial entremeadas

de células granulosas metriais (cabecas de seta), CTGs na interface da placenta

em formagéo (setas) espoOngio-trofoblasto (E), primordios do labirinto (PL) e
endoderma parietal (setas menores) Vasos sangiiineos maternos (VM). Corte de
parafina, HE, 100x.

Figura 6: Fotomicrografia da placenta em formagdo de 11° ddg em detalhe, mostrando o
acumulo de CTGs nas bordas do botfo placentério. Observe o grande numero
de prolongamentos citoplasmaticos das CTGs (setas) formando lacunas que
confinam sangue materno. Traves de células deciduais (D), vaso sangiiineo

materno (VM) da regido mesometrial. Corte de parafina corado com HE, 320x.
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Figura 7: Fotomicrografia mostrando o aspecto geral da placenta de 13 ddg. Observar

as CTGs (setas) alinhadas na interface com as células deciduais. Notar a
definicdo da camada do espdngio-trofoblasto (E), do labirinto (L) contendo
tecido mesenquimal e (VM) vaso sangiiineo materno. A chave mostra a regido

da abdbada da placenta e o asterisco a borda placentaria. Corte de parafina,
HE, 50x.

Figura 8: Fotomicrografia em detalhe da interface materno-fetal da regifio da abobada

Figura 9:

placentéaria no 13° ddg. Observar as CTGs de formato irregular (setas), em
intimo contato com as células deciduais (D) e seus prolongamentos
penetrando no leito vascular materno (cabegas de seta) Observar as vesiculas
no interior citoplasmatico das CTGs (setas menores). Abaixo das CTGs estdo
as células do espongio-trofoblasto (E) e o labirinto (L). Corte de parafina, HE,
360x.

Fotomicrografia das CTGs da regido da abobada placentéria no 15° ddg.
Observar os prolongamentos citoplasmaticos das CTGs (setas) entre as células
deciduais e revestindo a luz de vasos sangilineos maternos (VM). Algumas
células proximas as CTGs mostram sinais de degeneragao (*). Corte semifino

de Epon, corado com azul de toluidina, 760x.

Figura 10: Fotomicrografia mostrando o aspecto geral da placenta de 15° ddg. CTGs

aparentemente em camadas descontinuas (setas) delimita a interface entre a

decidua basalis (D). Espdngio-trofoblasto (E); camada do labirinto (L).

Observar que o conteido dos vasos sangiiineos maternos (VM) e do labirinto

foram removidos pela perfusdo. Corte de parafina, HE, 180x.

Figura 11: Fotomicrografia mostrando o detalhe da regidio da abobada placentéria de 18°

ddg. Observe as CTGs entre as células deciduais (setas) e um grupo de células
da decidua em degeneraciio justapostas as CTGs (*). Decidua (D), espongio-

trofoblasto (E), labirinto (L). Corte de parafina, HE, 360x.

Figura 12: Fotomicrografia mostrando o aspecto da borda da placenta de 18° ddg.

Observe as CTGs bastante achatadas (setas) e muito proximas ao miomeétrio

(M). Espéngio-trofoblasto (E), e labirinto (L) Corte de parafina, HE, 360x.
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Figura 13: Micrografia eletronica mostrando o citoplasma de uma CTG no 13 ddg.
Observar as mitocondrias tubulares (M), complexo de Golgi (CG), lisossomas
(L), microfilamentos (setas), o reticulo endoplasmatico granular, e os
ribossomas e polissomas livres. Notar as jungdes do tipo desmossoma entre
células contiguas e microvilos irregulares na superficie. Corte de Epon, 6840x.
Figura 14: Micrografia eletronica de uma CTG do 11¢ ddg encontrada na regido de
interface. Observe o fagossoma (*) contendo restos celulares e no espago
extracelular células em degeneraciio (setas) e fibrina (). Mitocondria (M),
reticulo endoplasmatico rugoso e jungdio do tipo aderente (cabecas de seta).

Corte de Epon, 32000x.
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Figura 15: Micrografia eletronica mostrando aspectos da frente de invasdo das CTGs
junto ao tecido materno no 13° ddg. Observar os prolongamentos
citoplasmaticos da CTG invadindo o estroma decidualizado. Observe o
fagossoma no interior do prolongamento citoplasmatico da CTG (*) e a célula
decidual confinada num compartimento em adiantado estado de degenerac@o
(%). Mitocondria (M) e jungdes do tipo aderente (setas). Corte de Epon,
13700x.

Figura 16: Micrografia eletronica mostrando uma CTG de 182 ddg contendo fagossomas
em seu interior (*) e a célula endometrial (EN) justaposta aparentemente sem

qualquer sinal de degeneragdo. Nucleo (N). Corte de Epon 10600x.
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Figura 17: Fotomicrografia de imunofluorescéncia para anticatepsina D no 9° ddg,
mostrando intensa positividade na regido do cone ectoplacentéario e para as
CTGs (cabecas de seta) presentes no perimetro do blastocisto. O endométrio
(E) também apresenta células com reagdo positiva. Blastocisto (B). 280x.

Figura 18: Fotomicrografia de imunofluorescéncia para anticatepsina B no 8° ddg
mostrando positividade nas células do cone ectoplacentario € nas CTGs
(cabecas de seta). 560x.

Figura 19: Fotomicrografia mostrando imunofluorescéncia positiva para anticatepsina D
no labirinto-trofoblasto do 15° ddg. Notar o aspecto difuso da marcagdo.
560x.

Figura 20: Fotomicrografia de imunoperoxidase no 9° ddg mostrando CTGs da regido
mural do blastocisto (setas) intensamente positivas para anticatepsina D e as
células decidualizadas (ED) proximo as CTGs fracamente positivas. Corte de
congelagdo, contrastado com verde de metila, 560x.

Figura 21: Fotomicrografia de imunoperoxidase do 15° ddg mostrando a camada do
labirinto-trofoblasto positiva para anticatepsina D. Notar o aspecto difuso da
marcagiio. Corte de congelagdo, contrastado com verde de metila, 720x.

Figura 22: Fotomicrografia em detalhe de imunoperoxidase no 13° ddg mostrando
CTGs da borda da placenta (setas) com reago positiva para anticatepsina D.

Corte de congelagio contracorado com verde de metila, 720x.
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Figura 23: Fotomicrografia de imunoperoxidase mostrando CTGs da regido mural do
11* ddg positivas para catepsina D. Notar a distribuicio dos sitios
imunoreativos no citoplasma das CTGs e nos seus prolongamentos
citoplasmaticos (setas). Observe a intensa marcagdo em padrio granular de
diferentes tamanhos no citoplasma das CTGs (cabegas de seta) e a
positividade sobre o conjunto de células em degeneracdo (*) junto as CTGs.
Corte de parafina, DAB/ hematoxilina, 560x.

Figura 24: Fotomicrografia de reacio imunocitoquimica para a anticatepsina D na regido
do cone ectoplacentario (CEP) no 8° ddg. Observe a intensa reagiio nas células
trofoblasticas do cone (setas) e a tonalidade acastanhada nos restos celulares e
hemacias que mascaram as reagdes especificas. Corte de parafina, DAB/
hematoxilina, 320x.

Figura 25: Fotomicrografia de imunoperoxidase mostrando CTGs (setas) com reagiio
positiva para a anticatepsina D na regido da abébada placentaria de 15° ddg.
Observe a reagdo positiva difusa nas células do labirinto (cabegas de seta).
Corte de parafina, DAB/ hematoxilina, 320x.

Figura 26: Fotomicrografia de imunoperoxidase mostrando reagdo positiva para a
anticatepsina D nas CTGs presentes nas bordas das placentas no 13° ddg
(setas). As células granulosas metriais também apresentam reacdes positivas

nos seus granulos (cabegas de seta). Corte de parafina, DAB/ hematoxilina,

320x.

Figura 27. Fotomicrografia mostrando o controle negativo da reagio de
imunoperoxidase. Observe as células trofoblisticas da regifio do cone
totalmente negativas (*) e reacdio de fundo inespecifica sobre as hemécias.
Corte de parafina, DAB/ hematoxilina, 320x.

Figura 28: Fotomicrografia de imunoperoxidase mostrando um corte de rim de
camundongo com reagBes positivas para a anticatepsina D nas células dos
tobulos coletores (setas) e negativa nos corpusculos renais (*). Corte de

parafina, DAB/ hematoxilina, 180x.
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Figura 29: Fotomicrografia de imunoperoxidase mostrando detalhes da reagdo positiva
para a anticatepsina B no 15° ddg. Observe a reagdo positiva presente no
interior das CTGs (setas) e em algumas células deciduais (cabecas de seta).
Corte de parafina, DAB/ hematoxilina, 560x.

Figura 30: Fotomicrografia de imunoperoxidase mostrando reagdo positiva para a
anticatepsina B em uma CTG ao lado de outras aparentemente negativas da
regifio mural do embrido de 9° ddg. Corte de parafina, DAB/ hematoxilina,
560x.

Figura 31: Fotomicrografia de imunoperoxidase da placenta de 18° ddg mostrando
reaclio positiva para a anticatepsina B. Observe a reagio positiva de aspecto
puntiforme no interior das CTGs (setas), e das celulas do espOngio-
trofoblasto (cabeca de seta). As células deciduais também apresentam reagdes
positivas (*). Corte de parafina, DAB/ hematoxilina, 320x.

Figura 32: Fotomicrografia de imunoperoxidase mostrando o controle negativo do 8*
ddg. Observe as CTGs da regifio abembrionaria negativas (setas) e a intensa

reacdo de fundo sobre as hemacias. Corte de parafina DAB/hematoxilina,

Figura 33: Fotomicrografia de imunoperoxidase mostrando um corte de rim de
camundongo com reagdes positivas para a anticatepsina B no interior das
células dos tubulos contorcidos proximais (setas). Corte de parafina,

DAB/hematoxilina. 720x.
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Figura 34: Fotomicrografia de imunofluorescéncia mostrando as células trofoblasticas da
regidio do cone ectoplacentario positivas para a anticatepsina D (¥).
Endométrio (ED) e blastocisto (B). Corte de parafina. 180x.

Figura 35: Fotomicrografia de imunofluorescéncia mostrando as CTGs da regiio mural
do embrifio de 11° ddg positivas para a anticatepsina D. Observe no interior
das CTGs o contorno de vesiculas negativas (cabegas de seta). Corte de
parafina. 720x.

Figura 36: Fotomicrografia de imunofluorescéncia mostrando as CTGs da borda da
placenta de 15° ddg positivas para a anticatepsina D. Observe além da
fluorescéncia difusa, o padriio puntiforme de positividade tanto para as CTGs
(setas) como para as células labirinticas (cabecas de seta) e as hemacias
negativas. Corte de parafina. 720x.

Figura 37. Fotomicrografia de imunofluorescéncia mostrando um corte de rim de

camundongo com reagdes positivas para a anticatepsina D nas células dos

tabulos coletores (setas). Corte de parafina, 180x.






Figura 38: Fotomicrografia de imunofluorescéncia mostrando as células trofoblasticas da
regifio do cone ectoplacentario positivas para a anticatepsina B. Endométrio
(ED) Corte de parafina. 320x.

Figura 39: Fotomicrografia de imunofluorescéncia mostrando as CTGs da regido mural
do embrido de 13° ddg positivas para a anticatepsina B. Observe as hemaceas
negativas. Corte de parafina. 720x.

Figura 40: Fotomicrografia de imunofluorescéncia mostrando as CTGs da borda da
placenta de 11° ddg positivas para a anticatepsina D. Observe as areas com
intensa fluorescéncia no interior das CTGs (setas). Corte de parafina. 720x.

Figura 41: Fotomicrografia de imunofluorescéncia mostrando um corte de rim de
camundongo com reagdes positivas para a anticatepsina B no interior dos

tibulos proximais (setas). Corte de parafina, 180x.







Figura 42: Eletromicrografia da imunomarcagfo para a anticatepsina D em CTGs de 13°
ddg. Observar as particulas eletrondensas de ouro depositadas sobre os
lisossomas. Corte de LR-White, 11500x.

Figura 43: Eletromicrografia de imunomarcagio com proteina A-gold para anticatepsina
D. Notar a intensa marcacdo sobre fagossomas de uma CTG de 11° ddg,
Corte de LR-White, 23700x

Figura 44: Eletromicrografia para catepsina D mostrando particulas de ouro no espago

intercelular entre duas CTGs Corte de LR-White, 6800x.
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Figura 45: Micrografia eletrénica para anticatepsina D mostrando em detalhes particulas
de ouro em um compartimento extracelular contendo fragmento da célula
decidual (*) e fibrilas colagenas (setas), 9° ddg. Fagossomas (F) Corte de LR-
White, 63000x

Figura 46: Eletronmicrografia da imunomarcacgo para catepsina B em CTG de 15° ddg
mostrando particulas de ouro sobre os lisossomas. Corte de LR-White,

45000x%.
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Figura 47 - Padrio do SDS-PAGE com gel em gradiente de 12,5-17,5% e “western-
blotting” obtido em homogeneizados de placentas de 13° ddg P - padric de peso
molecular SDS-MW70 contende albumina bovina (66k D), albumina de ovo (45 kD),
pepsina {34,7 kD), tripsina (24 kD), B-lactoglobulina (18,4 kD), 1- Catepsina D de bago
boving - 45 kD (Sigma, St Louis, USA), 2 e 3- padrlio de imunoreagao para
anticatepsing D (52 kD, 45 kD ¢ 34k D) e B (29 kD) ¢ 24 k) respectivamente.



7 - DISCUSSAO

As células trofoblasticas gigantes (CTGs) de camundongos tém sido descritas como
sendo células hipertroficas que podem atingir até¢ 300um de didmetro, com am nicleo
proeminente onde predomina a cromatina pouco condensada, apresentando um ou mais
aucléolos evidentes ¢ um contomo celular irregular, devido aos indmeros prolongamentos
citoplasmaticos que freqiientemente unem-se¢ a0s de CTGs adjacentes, confinando espagos
intercelulares ocupados por células sangiiineas ou endometriais (Miintener & Hsu, 1977,
gren, 1981; Bevilacqua & Abrabamsohn, 1988, 1989), Tais caracteristicas tambem
foram encontradas nos materiais analisados no presente trabalo ¢ compuseram 08
pardmetros de referéneia para a identificacio e localizagdo das CTGs nos diversos
estadios que abrangeram o nosso estudo,

Em nossas observacdes as CTGs foram invariavelmente encontradas ao longo de
toda a extensdo da interface entre o tecido materno e o fetal (perimetro embrionario ¢
placentario), com algumas peculiaridades morfologicas relacionadas com a localizagio
e/ou periodo gestacional analisado.

Desde as fases pré-placeniarias, as CTGs encontradas ao redor de todo o perimetro
do embrifio ¢ do cone ectoplacentario (CEP) organizavam-se em rede através de jungies
de seus prolongamentos citoplasmaticos, delimitando lacunas de formato e tamanhos
variados. Estas lacunas também foram observadas entre as CTGs lecalizadas ao longo do
perimetro das placentas até o 1 5 ddg.

O fato da grande maioria destas lacunas formadas pelas CTGs estarem preenchidas
por células sangilineas de origem materna, aliado 4 presenga dos prolongamentos
citoplasmaticos de CTGs nsinuando-se entre as células deciduais ¢ no miterior dos vasos
sangliineos, caracleriza o cotportamento hematoiréfico destas células. Tal fato tem sido
celatado também por Welsh & Enders (1983), que identificaram em ratos, as {TGs ou

seus prolongamentos citoplasmaticos invadindo a decidua primaria em diregdo aos vasos
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sangiiineos. Ao atngi-los, cstas células penetrariam no seu inferior ¢ passariam a revesti-
Jos, removende extensGes varidveis do endotélio. Hste processo ocasionaria o
exiravasamento sangiiineo para o interior das lacunas formadas pelos prolongamentos
citoplasméaticos das CTGs.

O hematotrofisme das CTGs tem sido evidenciado também nos experimentos de
desenvolvimento ectépico das CTGs, onde o comportamente fnvasivo destas células seria
facilitado ao atingir o leito vascular sangiiineo (Kirby, 1963] Yamada, 1990; Bevilacqua
& Abrahamsohn, 1991; Faria & Bevilacqua, 1995).

Alguns autores descrevem nesta fase pré-placentiria a presenga de wma
microciroulagdo estabelecida entre o embniio € o tecido materno {Welsh & Enders, 1987,
Bevilacqua & Abrahamsohn, 1989; Enders & Welsh, 1993),

Assim sendo, o sangue confinado no interior das lacunas formadas pelas CTUs,
observado em mnossos materiais, deve fazer parte dessa microcirculagio. O fluxo
sangliineo dessa regiio deve ser extrerpamente lenfo, provavelmente ndo  sendo
impulsionado pela pressio arferial ¢ conseqlentemente ndo sendo removido mesmo
durante a perfusio da solugio fixadora.

Enquanto a placenta ainda ndc estd estabelecida, a presenga do sangue materno
entre as células trofoblasticas deve ser essencial para as trocas metabolicas entre o
organismo materne € 0 embrido (Bevilacqua & Abrahamsobn, 1988), pois a nutri¢do
embrionaria seria dependente da troca de nutrientes possibilitada pela microcirculagdo
(Billington, 1971; Welsh & Enders, 1987),

Fsta microcirculagiio parece ser estabelecida também entre as CTGs jocalizadas na
interface da placenta em formacdo. Isto €, até 0 momenio €m que as camadas da placenta
estcjam definidas ¢ funcionalmente aptas para exercer as frocas metabolicas entre ©
sangue materno e fetal. Durante a organogénese da placenta, foram identificadas no seu
perimetro externo CTGs efou seus prolongamentos, insinuando-se no interior de vasos
sangiiineos matemnos. Estas CTGs também estabelecem tacunas delimitadas pelos seus

prolongamentos citoplasmaticos que sdo preenchidas por células sangilineas. Tal aspecto
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& evidente até o 13° ddg e gradualmente menos freqiiente nos estagios mais avangados da
placentagao.

Conforme descrito nos resultados, a organizagio da placenta fetal com todas as
suas camadas tornava-se evidente a partir do 13° ddg. Até entdio, a diferenciagio ¢ a
organizagiio da camada labirintica, jocal onde ocorre a troca metabdlica entre o sangue
maternc ¢ © fetal, sdo insipientes. Como esta camada vai sendo  incrementada
gradualmente a partir do 13¢ ddg, ¢ plansivel estabelecer a importéncia das CTGs ¢ dos
seus compartimentos de microcirculagio na manutengdo © desenvolvimento fetal. No 15
ddg, a placenta fetal jA possui sua forma defimitiva e uma vez tendo atingido a sua plena
capacidade de tocas metabdlicas para suprir © crescimento fetal ao nivel do labininto,
parece reduzir ou cessar o seu crescimento. A partir do 15 ddg, verificava-se ainda um
ammento na espesswa da camada labirintica, porém sem o aumento significativo do
volume total placentério. Na placenta considerada madura, do 18% ddg as CTGs
encontradas possufam um formato mais alongado sem a profusio de lacunas formadas
pelos seus prolongamentos citoplasmaticos.

As evidéncias acima sugerem que a microcirculagio confinada as lacunas formadas
entre as CT(s nas fases pré-placentarias e no indcio da placentagio, daria, a medida que a
camads labirintica se organizava, continnidade aos seios sangiiineos formados nesta
camada, favorecendo a circulagio placentaria de maior fluxo ¢ cficiéncia.

Desta forma, até o inicio da segunda metade do periodo gestacional, a atividade
invasiva das CTGs junto ao endométric seria ditada primordialmente pelo  seu
hematotrofismo.

Ouira caracteristica morfologica pesuliar, encontrada nas CTGs, foi a presenga do
grande nimero de vesiculas intracitoplasmaticas, cujo contefido ac nivel ultra-estrutural
demonsirou ser de hemdcias ¢ resios celplares, provavelmente de origem endometrial.
Tais achados confirmam a atividade fagocitaria destas células, ja amplamente descritas na
literatura tanto para gestagBes normais (Billington, 1971, Schlatke e Enders, 1975; Katz

& Abrahumsohn, 1987; Welsh & Enders, 1987, 1991; Bevilavqua & Abrahamsohn, 19838,
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1089: Enders & Welsh, 1993; Fero & Bevilacqua, 1994; Katz, 1995) como cm
desenvolvimentos ectopicos (Fawcet, 1930; Kirby, 1963; Yamada, 1990; Bevilacqua &
Abrahamsohn, 1991; Faria & Bevilacqua, 1995) e “in vitro” (Bevilacqua & Abrahamsohn,
1994: Gagioti, 1994; Gagioti et al., 1995; Albieni & Bevilacqua, 1996).

Chamou a atengio, a propor¢io maior de fagossomas contendo entrocitos, nas
CTGs encontradas nas fases pré-placentarias, sugerindo uma atividade eritrofagocitéria
preferencial das CTGs nesta fase. Tal resultado corrobora com os descritos por Billington
(1971), o gual ambuin & esta atividade, uma grande importdncia na manutengio do
embrido antes do estabelecimento da placenta, Tal hipotese tem sido sugenda também por
Tachi et al. { 1970) ¢ Bevilacqua & Abrahamschn {1988, 1989).

A partiv do momento que 2 placenta estabelece nm fluxo sangilinec capaz de
prover as rocas necessarias para o abastecimento embrionario, reduziria a grande
necessidade de degradar localmente os componentes maternos para a manutengio
embrionaria. Fste fato foi comprovado também em nossos resultados, onde nas CTGs
encontradas em placentas ja consolidadas, a quantidade de fagossomas gontendo hemacias
era substancialmente menor.

Por outro lado, a atividade fagocitaria desempenhada pelas CTGs tem sido
airibuida 3 remogdo e degradagdo das barreiras constituidas pelos tecidos maternos
(epitélio uterino, células deciduais, matriz extracelular ¢ endotélio), isto &, associada &
atividade invasiva das CTGs (Schlafke & Enders, 1975, Katz & Abrahamsohn, 1987,
Welsh & Enders, 1991; Enders & Welsh, 1993; Ferro & Bevilacqua, 1994).

Pelos resultados aqui descritos, esta atividade fagocitaria seria bastante intensa nas
('TGs presentes em toda a regido antimesometrial do 8¢ ap 11° ddg ¢ nas bordas do CEP.
O mesmo aspecto & encontrado nas CTGs das placentas em contato com o endoméirio da
regido mesometrial até o 15 ddg, quando foram encontrados restos celulares em
degeneragio, em grande quantidade, interiorizados em vesiculas intracitoplasmaticas das

CTGs. Ao nivel ultra-estrutural, estas CT(s apresentavail €m seu citoplasma, hsossomas
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prmarios © secundarios contendo fragmentos celulates em  diferentes  graus de
degeneragdo.

A presenga de lisossomas ¢ de fagossomas contendo restos celulares no iptertor das
CTGs de camundongos tem sido descrita em sstudos morfologicos (Katz & Abrahamsohn,
1987: Parr et al., 1987; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988, 1989; Blankenship & Given,
1992; Ferro & Bevilacqua, 1994). A presenca de lisossomas nas CTGs e a evidéncia de
sua atividade fagocitaria tém sido apontadas para correlacionar ¢ comportamente destas
células a0 comportamento de macrofagos (Guilbert, 1993; Albiert & Bevilacqua, 1996),
Albieri & Bevilacqua (1996) demonstraram que as CTGs “m vitro” sdo estimuladas na
sua atividade eritrofagocitéria, através da agfio de acetato de forbol miristrato (PMA) e
retinal, a scmelbanga dos macrofagos. O PMA ¢ o retinal afivam a fagocitose de
macrofagos pela geraglo de espécies ativas de oxigénio (EAO) ¢ o mesmo mecanismo fot
observado em CTGs por Gagioti (1994) Gagiotti et al. (1995).

Os resultados imunocitoquimicos para detecgio das anticatepsinas D e 13,
demonstraram qué a maioria das CTGs apresenta imunomarcagdes positivas ne seu
citoplasma, confirmando a presenga destas  enzimas Hsossomais. Na regido
antimesometrial, do 8% ao 11¢ ddg, as imunomarcagdes positivas para as anticatepsinas
foram verificadas nas CTGs presentes na iterface com o tecido materno, € nos
prolongamentos citoplasméticos que se insinuavam enire as células deciduais, Padrio
semelhante foi detectado nas CTGs  do perimetro placentario do 11% ao 15° ddg. As
smunomarcacdes encontradas nas CTGs da abobada placentaria dirinuiam drasticamente,
quando a placenta atingia a sua maturidade. No 18° ddg praticamente ndo foram
detectadas reagies positivas para as catepsinas nas CTGs desta regido.

A positividade da imunormarcagao para as catepsinas D e B nas CTGs coincide,
portanto, com © periodo ende a atividade fagocitaria destas células parece ser mais
intensa, isto &, do 8% a0 13% ddg ¢ sendo evidente sua diminuigic a partir do 15° ddg.

O padeiio difuso da imunomarcagio obtido a0 nivel da microscopia fotdnica ndo

permite uma interpreiagio precisa na localizagao intracelular das enzimas lisossomais
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analisadas. Fato este, gue pode trazer dizvidas sobre a especificidade e precisio dos nossos
resultados imumnocitoquimicos ao nivel da microscopia fotdnica. ConsideragOes sobre 08
possiveis tesultados artefatuais estdo descritas adiante, porém, a especificidade do
anticorpo utilizado pode ser corprovada pelo “western blotting”, assin como a precisio
do sitio da imunomarcacio pode ser comprovada pela imunomicroscopia eletrénica.

Na imunomicroscopia eletronica, as particulas de ouro coloidal identificaram
precisamente a localizago das enzimas catepsinas D ¢ B nos fagolisossomas ¢ nos
pequenos 1150850mas priméarios. Comprova-se, portanto, que tais enzimas estdo presentes
nas CTGs e sendo encontradas compartimentalizadas pas organelas do sistema lisossoma-
endosomico, devem atuar na atividade fagocitiria destas células, isto é, o contendo dos
fagossomas devem sofrer aglio litica destas enzimas lisossomnais.

Por outro lado, além destas vesiculas intracitoplasmaticas foi comum a presenga de
compartimentos delimitados pelos prolongamentos citoplasmaticos das CTGs contendo
restos celulares em diversos estagios de degeneragdo. Esta imagem foi encontrada nas
CTGs da interface, tanto da regido antimesometrial ao redor do embridio (8" ao 1 1* ddg)
quanto naquelas do perimetro placentario (132 ¢ 15° ddg) da regifio mesometrial. Contudo,
nas CTGs achatadas ¢ alongadas dos estagios mais avangados da placentacio (18* ddg),
nio foram encontrados tais aspectos.

Na implantagio embrionaria de roedores, sdo as CTGs que, apds a destituigio do
epitélio uterino (Weitlauf, 1988), penetram no estroma endometrial {Welsh & Enders,
1987; Enders & Welsh, 1993). Este processo ¢ atribuido & capacidade invasiva das CTGs
(Welsh & Enders, 1987, Barbiaz et al., 1992; Enders & Welsh, 1993; Bevilacqua &
Abrahamsobn, 1994) associada & atividade fagocithria (Enders & Welsh, |1 093]
Bevilacqua & Abrahamsohn, 1994).

O nosso estudo nio incluin as fases iniciais da implantagiio embriondriz, porém o
processo da placentagio através da proliferagdo de eélulas trofoblasticas do CEP envolve
a ativa participagio das CTGs. As CTGs oriundas do CEP invadem o estroma uterino da

regifio mesometrial ¢ abrem caminho para a placentacao {Coop, 1979). Os nossos
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resultados mostram CTGs no periodo pré-placentivic (8% a 9° ddg) e durante &
organogénese da placenta (1 12 4 15° ddg), em franca atividade invasivo-fagocitaria, isto &,
CTGs ou seus prolongamentos infiltrando-se entre as celulas decidualizadas ¢ CTGs
apresentando profusio de fagossomas em seu interior.

Durante praticamente todo o periodo gestacional analisado, proximas as C1Gs, ou
muitas vezes envolvidas por seus prolongamentos citoplasmaticos, era bastante comum a
presenga de células deciduais ou fragmentos destas em degeneragio. Assim como,
também puderam ser observadas algumas células deciduais intactas fazendo justaposigio
com as CTGs. De acordo com Tachi et al. (1970) e Bevilacqua & Abrahansohn ( 1989),
as CTGs devem fagocitar ¢ degradar as células deciduais encontradas em processo de
degeneragio, mas ndo as células deciduais sadias.

Pela microscopia fotdnica, o conteddo dos compartimentes delimitados pelos
prolongamentos citoplasmaticos das CTGs também demonstrava marcagio positiva para
anticatepsina D ¢ B, nos periodos pré-placentarios, sendo observada mwaior intensidade no
11* ddg.

Na imunomarcagdo ao nivel ultra-estrutural constataram-se, tamibém, marcacdes
positivas nos comparttmentos delimitados pelas projeges citoplasmaticas das CTGs, ou
seja, no meio extracelular. Estas imagens eram mais freqlentes nos materiais coletados de
placentas mais jovens {até o 132ddg) ¢ nos materiais coletados do periodo pré-placentario.
Algumas destas imunomarcacdes foram encontradas sobre fibrilas colagenas em
degeneraciio, 0 que nos leva a associar a presenga da catepsina D} ao processo
colagenolitico. A agio da catepsina D sobre componentes da matriz extracelular tem sido
descrita por varios autores (Bando et al, 1986; Kigler & Vomberger, 1986) ¢ este
processo poderia ser desempenhado também pelas CTGs, durante a sua atividade
invasiva.

O comportamento invasivo das CTGs tem sido comparado ao das células tumorais
malignas (Graham & Laia, 1991; Shukla et al, 1991). De acordo com Inoué et al. (1994,

as colulas neoplasicas malignas aderem-se @ membrana basal e liberam hidrolases que vio
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degradar a matiiz no Iocal € acabam por permitir que as celulas tumorals se movimentem
através da matriz modihicada.

A presenga de catepsina I (fohnson et al., 1993; Isola er al, 1993; Scambia et al.,
1994), catepsina B (Sukoh et al., 1994 a, b; Spiess et al., 1994) ¢ catepsina 1. (Castiglioni
et al., 1994 Sukoh et al., 1994b) em células tumorais tém sido associada 3 metasiase ¢ &
atividade invasiva destas células. Kandalaft et al. {1993) ¢ Schuiz et al. (1994)
demonstraram que a catepsina D € secretada pelas células tumorais de mama ¢ Johnson et
al. {1993} associam o altos niveis de catepsina D nas células cancerigenas de mama a uimn
prognostico ruim. Segundo estes autores, a produglo da catepsina D indica o aumento do
potencial invasivo e metastatico do twmor. Scambia et al. {1994} sugerem que este tipo de
secrecio também possa ocorrer nas células tumorais de ovario, mfluenciando no
estabelecimento € na expansio do fwmor,

A descrigdo morfologica do processo invasivo acima € bastante semelhante ao
descrito para as CTGs na implantagio normal (Welsh & Enders, 1987, Bevilacqua &
Abrahamsohn, 1989}, sugerindc wma possivel secregfio de enzimas hidroliticas por parte
das CTGs durante a sus agio wmvasiva, Porém, a invasdc das CTGs no estroma
sndometrial € controlada topologica ¢ cronclogicamente, enquanto ¢ mesmo NAG OCOIE
com as células tumorais malignas (Graham & Lala, 1991).

A seoregiio de enzimas proteoliticas para o meio extracelular por células
wofoblasticas §a fo1 sugerida (Glass et al., 1983; Hamilton et al, 1991; Barbarz et al,,
1992). Katz (1993) demonstrou a presenca da fosfatase acida no meio extracelular
proximo as CTGs e atribwiu uma possivel liberagdo desta enzima como sendo parte do
processo de remodelaclio da matriz extracelular ¢ do processo de invasdo no estroma
decidualizado.

No entanfo, até os dias atuais, nfo existem irabathos comprovando hberagio de
enzimas lisossomais pelas CTGs. Fro nossas analises, ndo foram encontradas imagens gue
demonstrassem o momento da liberacio do coniefido lisossomal pelas C'TGs para o meio

extracellar. Contudo, 3 imunomarcaciio positiva para a anticatepsina ID, encontrada no
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compartimento extracelular, ¢ uma evidéncia da Liberagho desta enzima fisossbmica ¢
cronologicamente coincide com o periodo descrito como sendo de maior atividade
invasiva das CTGs. De acordo com Kanai-Azama (1994), as CTGs cessam seu periodo
invasivo-fagocitario no final da primeira metade do periodo gestacional quando  iniciam
sua atividade secretora. Os nossos resultados demonstram que a sua atividade invasiva
apenas comega a diminwr neste periodo, pois foram constatados fagolisossomas positivos
para as anticatepsinas D ¢ B até o 1 5% ddg. Além disso, a presenga de prolongamentos
citoplasmaticos enire as células deciduais sadias e em processo de degeneragio sugere que
a atividade invasivo-fagocitaria seria mantida até esta tase.

Uma importante questdio a ser ainda estabelecida ¢ se os grandes compartimentos
delimitados pelos prolongamentos citoplasmaticos das CTGs resultariam nos fagossomas
verdadeiros. Se correlacionadas a quantidade de fagossomas encontrados no interior das
CTGs ¢ a quantidade de tecidos de origem materna (da regido antimesometrial ¢
mesometrial), a ser removida pelas CTGs no curto espago de tempo que perdura a sua
atividade invasiva, deveria ser encontrada uma maior profusfo de fagossomas no interior
das CTGs. Nio se pode descartar, portanto, a possibilidade de que a degradagio de
células de origem materna ocorresse nestes compartimentos (ainda extracelulares) sob a
acio de enzimas lisossomais liberadas pelas CTGs. Gagioti et al. (1993) sugerem uma
possivel atividade citolitica “in vitro” exercida pelas CTGs através da hiberagiio de EAQ
para o meio extracelular, quando previamente estimuladas com PMA e retinal.

A degeneragio das células deciduais poderia ndio ser uma conseqiiéneia exclusiva
da acdo litica das cnzumas das CTUs, wma vez que a morte celular pela apoptose tem sido
descrita para as células deciduas (Parr et al., 1987, Pan & Parr, 1989, Welsh & Enders,
1991a; Enders & Welsh, 1993). Além disso, em deciduomas mesmo nao ocorrendo a
infludneia do trofoblasto, as oélulas deciduais também degeneram espontancamente
(Andrade, 1993; Andrade et al., 1996). De acordo com Andrade (1993), este processo de
degeneragiio de céiulas deciduais em deciduomas ocorre de uma forma bern mais lenta

que o observado na presenga do embnido. Por sua vez, Gagiott (1994} sugere que a
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liberagio de espécies reativas de oxigénio pelas CTGs tarbém poderia ser responsavel
pela injiria tecidual e que o processo de morte pré-programada de células endometrials
poderia ser acelerado e até mesmo influenciado pelas C1Gs.

Para a catepsina B ndo foi encontrada imunomarcacdo no meio extracelular
sugerindo wm padrdo diferente ao apresentado pela catepsina D. Porém, a8 reagdes
imunocitoquimicas para a catepsina D sempre foram mais intensas do que as observadas
para a catepsina B, independentemente do método utilizado. Este fato pode sugenr a
principio, que a catepsina D estaria presente em maior quantidade no interior das CTGs
¢, portanto, a sensibilidade do método wtilizado ndo tenha permitido identificar a
catepsina B. Devemos considerar, ainda, as diferengas de suscetibilidade dos epitopos
antigénicos ao processamento, Nas nossas &cnicas imunoisioquimicas ufilizando-se cortes
de materiais fixados com glutaraldeido para microscopia fotdnica, ndo obtivemos
sesultados positivos para as calepsinas, mesmo com a agio da microonda. Sannes et al.
(1986) relataram uma possivel inativagdo da catepsina B durante o procedimento da
fixagio.

No tocante acs resultados das reagGes imunoistoguimicas, cabe discutir as
variaghes de técnicas wtilizadas para olimizagdo nas tentativas de detecgo das
anticatepsinas D e B. Bmbora nio constasse dos objetivos primérios deste trabalho, o
estudo comparativo realizado para os métodos imunoeistoquimicos, teve importancia na
interpretagio dos resultados ¢ permitin estabelecer as limitagdes de cada uma das técnicas
neste modelo experimental,

Sem ditvida, as reacdes de imunomarcagdo, obtidas em criocortes com fixacio
branda, resultaram na maior sensibilidade na detecgdo dos antigenos cstudados. Porém a
interpretacio dos sitios reativos, particularmente da placenta, era dificultada pela ma
preservagio morfologica. Nas tentativas de se obter uma melhor preservagio morfologica,
constatou-se que a mtroduglio do glutaraldeido mmbiu a imunomarcacio de forma
irrecuperavel nos cortes de parafina. O artificio do uso da microonda, procedinentc

amplamente utilizado nas diversas etapas da histotécnica (Leong & Duncis, 1986; Hotla ct
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al., 1990; Hopwood, 1992) ¢ na imunocitoquimica (Login, 1986; Surlling & (iraff, 19935),
mostrou-se eficienie em restawrar o epitopo antigénico nos materials processados em
parafina. Porém, resuitou na presenca de um artefato indesejavel para o método da
imunoperoxidase. Isto &, as hemdacias (nfo todas) aprescntaram uma reagdo mespecifica
pcla diaminobenzidina nio removivel pelos métodos convencionais de nibigdo. Fez-se
necessario, portanto, a utilizagio de dois métodos distintos ¢ o cruzamento destes dados
para comprovar a especificidade e fidelidade dos resultados obtidos,

Tais resultados demonsiram, claramente, & necessidade de padronizaglo cuidadosa
dos procedimentos para a técnica imunoistoquimica e na interpretagiio dos seus resultados
(positivos € mnegativos), Os controles positives com estes anticorpos, realizados
concomitanternente  em corles de rim, demonstraram 08 MesMos sitios imunorreativos
descritos por Yokota et al. (1985a,1986 a ¢ b) ¢ Yokota & Kato {1988).

Desta forma, os nossos resultados imunocitoguimicos sdo inequivocos gquanto a
sua especificidade. As variagdes nas localizagdes das imunomarcaghes, principalmente
nos espagos intercelulares das CTGs sfo evidéncias irrefutdveis de que estas enzimas
seriam liberadas para o meio extracelular e, portanto, estariam envolvidas na atividade

invasiva,
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% - CONCLUSOES

Pela analise dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir

quc:

. As caracteristicas morfoldgicas das células trofoblasticas gigantes

(CT(Gs) variam de acordo com a localizagio ¢ o pericdo gestacional.

- Os métodos imunoistoquimicos demonstraram a presenga das catepsimas
D e B nas CTGs, sendo as imunomarcagdes detectadas predominantementc nas
células presentes no periodo correspondente & maior atividade invasiva e

fagocitaria.

- A imunomicroscopia eletrdnica confirmou a presenga das catepsinas D e
B nos lisossomas ¢ fagolisossomas das CTGs, demonstrando de forma ineguivoca
a participagio destas enzimas na degradagio de substratos celulares por ela

fagocitados.

- A imunomicroscopia eletronica confirmou a presenga da catepsina D nos
espagos extracelulares prOximos as CTGs, sugerindo a aghio destas enzimas

lizossmicas na degradagio do tecido materno.

. A presenga das enzimas catepsinas D e B nos sitios placentarios de
camundongos ¢ a especificidade das reagbes imunocitoquimicas foram

confirmadas pelos resultados da reacfo imunoquimica {“western-blotting ).
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ABSTRACT

The trophoblastic giant cells (TGC) differentiate from trophectoderm sheets or
from the ectoplacental cone of mouse embryos and are committed to blastocyst
implantation and placentation. It has attributed 2 high invasive capability and
phagocytosis to the TGC which degenerate and remove the maternal tissues, However,
the exact mechanism controlling their invasive behavior remains to be solved. Recently
it has been proposed that the secretion of proteolytic enzymes 1o the extra cellular
space by tumour cells could be a mechanism of metastasis. This mechanism could be
related to TGC invasive activity.

In the aim to investipate the participation of lysosomal proteolytic enzymes !
such a mechanism of TGC, the presence of cathepsin D and B by irsmunochemical
and immunocytochemical approaches as analyzed. Mice uterine implantation sites and
placentas from 8" 10 18" days of pregnancy (dop) were processed for cryosections,
paraffin embedding, epoxy resin and LR-white resin embedding. Pregnant uterine horn
homogenates of same dop were prepared for SDS-PAGE and western-blotting. 1t was
ased rabbit polyclonal antibo dy anti-cathepsin D and anti-cathepsin B, In
Immunohystochemical, the anti-cathepsins immunoreactive sites were analyzed by
immunoperoxidase/DAB and imunofluorescence metheds. The protein A-gold method
was used for immuncelectronmicroscopy.

The TGCs were found surrounding the whole cmbryo and placenta making
matermal-foetal interface at all developmental stages. At the light microscopy level, the
immunoreactions were seen in the cytoplasm of TGC and inside compartments
swrrounded by cytoplasm processes. Positive reaction was seen near the interface
hetween TGE and maternal tissues. At the ultrastructural level, the gold particles wese
seen to label the small primary and large secondary lysosomes present in the cytoplasm

of TGC. The immunolabelings were also seen on the extracellular compartment around
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the TGC and in the compartments surrounded by cytoplasm processes. In these
compartments, cell  debris resembling degenerative endometrial cells as well as
extracellular mairi>x elements such as collagen fibrils were found. SDS-PAGE and
western-biotting sta<ywed a 45 kD and 24 KD bands for cathepsin I and B respectively
in the utering homoO gzenates.

These findingzs confirm the presence of cathepsin D and B in the lysosome-
endosome system  of TGC. Furthermore, the immunclectronmicroscopy strongly
suggests that cathepysin D is seoreted to the extracellular compartment. This is probably
related to the mech aniam of invasivity where the proteolytic enzymes are refeased in to

the surrounding tissyues facilitating progression of the TGC invasion.



