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RESUMO

O exercicio aerobio aumenta o fluxo sanguineo para o musculo esquelético,
diminuindo esse fluxo em outros érgédos como utero e placenta o que pode
prejudicar a oxigenacao e nutricdo do embrido. O estimulo do exercicio extenuante
pode ser estressor, aumentando a secregdo de glicocorticoides através do eixo
Hipotalamo-Hipdéfise-adrenal e que podem causar complicagbées durante a gestacao,
como as observadas em outras situacbes como o estresse alimentar e apods
infeccado. As células Natural Killer uterinas (uNK) correspondem a maior populagao
de leucdcitos deciduais de humanos e roedores. As uNK de camundongos tém sido
muito estudas por meio da citoquimica de lectina DBA (Dolichos Biflorus Agglutinin),
que tem afinidade para N-acetil-D-Galactosamia expressa seletivamente nos
granulos e membrana plasmatica destas células. Esta seletividade propiciou a
caracterizagdo de quatro subtipos de uNK, relacionados aos estagios de
diferenciagdo destas células. A fungdo mais aceita das uNK é a secrecéo de INF-y
levando a dilatagao das artérias espiraladas uterinas para manutencio da decidua e
nutricdo do embrido. Este estudo teve o objetivo de investigar se o exercicio
extenuante exerceria efeitos na implantagao e integridade embrionaria, bem como,
no numero, diferenciacao, distribuicdo e padrao de reatividade para lectina DBA das
uNK. Dez camundongos Swiss fémeas foram mantidos sedentarios (grupo 1).
Outros 10 (grupo 2) foram submetidos a natacao, do 1° ao 10° dia de gestacao (dg),
durante 60 minutos diarios, dos quais os ultimos 20 minutos se procederam com
halter com massa de 4% do peso corporal, preso a suas caudas, em dias alternados
do 1° ao 5° dg, e de 10% dessa massa do 6° ao 10° dg. Os animais do grupo 3 apdés
prenhez, foram submetidos a natagdo da mesma maneira que os do grupo 2, porém
passaram por um programa de treinamento de 3 semanas anterior a prenhez
durante 5 dias/semana, sendo realizado 15 minutos/dia na primeira semana,
aumentando gradativamente em 10 minutos/dia até 60 minutos na segunda semana
e 60 minutos/dia na terceira semana. Todos os camundongos foram anestesiados e
perfundidos com PFA (paraformaldeido) 4% no 10° dg. As taxas de implantagao,

viabilidade e reabsor¢cdo embrionarias foram avaliadas e os sitios de implantacao



destes animais foram coletados e embebidos em parafina para obtencao de cortes
histolégicos que foram analisados por lectina DBA e HE (Hematoxilina e Eosina).
Foram quantificados os 4 subtipos de células uNK DBA reativos em 3 areas da
regido mesometrial dos sitios de implantagdo. Nossos resultados mostraram que o
exercicio fisico extenuante é capaz de causar diminuicdo na implantacao, viabilidade
embrionaria e aumento na perda fetal, bem como, aumento em numero e na
diferenciagdo das células uNK, sem aparente ativacdo de sua citotoxicidade. O
exercicio realizado previamente a prenhez diminuiu estes efeitos, pois restabeleceu
as taxas normais de implantacdo e o numero total de uNK, bem como, aumentou a
viabilidade e diminuiu a perda embrionaria, contudo sem impedir completamente os
efeitos deletérios do exercicio na gestagcdo. Nossos resultados indicam que esse
modelo de estresse podera ser util para estudos futuros da investigacdo dos
mecanismos neuroimunoenddcrinos, envolvidos com parto prematuro e aborto

causado por fatores estressores muitas vezes desconhecidos.

Palavras-Chave: Exercicio fisico, estresse (Fisiologia), prenhez, Células Natural

Killer uterinas.



ABSTRACT

Aerobic exercise increases blood flow to skeletal muscle, decreasing the flow in other
organs such as uterus and placenta, which may impair embryo oxygenation and
nutrition. Furthermore, the continuous exercise can be stressful, changing the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis leading to secretion of glucocorticoids that may
cause complications during pregnancy, such as those observed in other situations
such as dietary and infection-mediated stress . Uterine natural killer cells (UNK) are
the largest population of decidual leukocytes from humans and rodents. The mouse
uNK have been extensively investigated by the use of DBA lectin cytochemistry,
which has affinity for N-acetyl-D-Galactosamia selectively expressed in the granules
and plasma membrane of these cells. This selectivity allowed the characterization of
four subtypes of uNK related to their stages of differentiation. The most accepted
function of uNK is the secretion of IFN-y leading to dilation of the uterine spiral
arteries, maintaining the decidua and embryo nutrition. the goal of this study was to
investigate whether strenuous exercise has effect in the embryo implantation and
integrity, as well as, in the number, differentiation, distribution and DBA lectin
reactivity pattern of uNK cells. Ten female Swiss mice were sedentary (group 1).
Other 10 (group 2) were submitted to swimming, from 1% to 10" gestation day (gd) for
60 minutes daily, been the last 20 minutes conducted with a steel caudal dumbbell
with 4% of their body masses, attached in alternately days from the 1 to 5" gd, and
10% of this mass from the 6™ to 10" gd. The animals from group 3 after pregnancy
were submitted to swimming in the same way as group 2, but went through a training
program for 3 weeks, 5 days a week, being 15 minutes/day in the first week,
increasing gradually by 10 minutes a day up to 60 minutes in the second week and
60 minutes a day in the third week. All mice were anesthetized and perfused with 4%
PFA at 10°dg. The rates of embryo implantation, viability resorption were evaluated
and the implantatio sites of these animals were collected and embedded in paraffin to
obtain histological sections that were submitted to DBA lectin and H&E. We
quantified the four DBA reactive uNK cells subtypes in three areas of the
mesometrial region of the implantation sites. Our results showed that strenuous
exercise can cause a decrease in implantation embryo viability and increased fetal
loss, as well as increase in number and differentiation of uNK cells, without apparent
activation of its cytotoxicity. The exercise performed prior to pregnancy decreased
these effects, since restored the normal rates of implantation and the total number of
UNK, as well as increased viability and decreased embryonic loss, without
completely prevent the deleterious effects of exercise during pregnancy. Our results
indicate that this stress model established here may be useful for future studies
about the neuroimmunoendocrinology of preterm labor and abortion caused by often
unknown stress factors.

Key words: physical exercise, stress, pregnancy, uterine natural killer cells
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1 INTRODUGAO

A gestacdo é um momento delicado que exige cuidados para preservagao da
integridade do novo ser em desenvolvimento no interior do organismo materno.
Fatores externos estressores podem causar alteragdes neuroimunoendocrinas
levando a mudancas no micro ambiente uterino causando parto prematuro e aborto.

O micro ambiente uterino durante a gestagao € imunologicamente diferente de
outros 6rgaos, sendo que um balango na resposta Th1 (celular) e Th2 (humoral)
parece garantir a tolerancia imunogénica existente neste ambiente, evitando assim a
rejeicdo do embrido que é geneticamente diferente do organismo materno.

Neste complexo ambiente onde a tolerancia do organismo materno é crucial
para o desenvolvimento do embrido, uma importante populagdo celular de origem
hematocitopoiética se destaca por cumprir fungdes vitais para o desenvolvimento
embrionario, denominadas células Natural Killer uterinas (uUNK).

As uNK sao assim chamadas, pois apresentam caracteristicas semelhantes as
células natural killer periféricas (pNK), no entanto, sdo especificas do ambiente
uterino pois exibem caracteristicas peculiares como auséncia de citotoxicidade e
secrecdo de interferon-gama (/INF-y), além de outros fatores que auxiliam na
manutengdo da homeostase uterina durante a gestagao.

As uNK de camundongos proliferam a partir do quinto dia de gestagao e se
diferenciam em células grandes e com muitos granulos citoplasmaticos,
semelhantes as NK ativadas de outros orgaos. Estas células se distribuem no
endométrio da regido mesometrial desde regides mais distantes (contendo
preferencialmente uNK imaturas) até regides mais proximas ao embrido (ricas em
uNK diferenciadas e senescentes). Neste ambiente, podem ser encontrados quatro
subtipos de uNK reativos para lectina DBA, unico marcador seletivo para as uNK de
camundongos, que caracterizam as formas de diferenciagao das células uNK.

A eficiéncia na marcacao das células uNK, com especificidade comparavel a
de um anticorpo, se deve a expressao de N-acetil-D-galactosamina apenas nas NK
do utero durante a gestagdo de camundongos, ndo reagindo com células NK de

outros 6rgaos ou outras espécies.



Como estas células correspondem a maior populagao leucocitaria do utero de
humanos e camundongos durante a gestacdo, e apresenta uma importancia
relevante na manutencdo gestacional, estudos tém procurado investigar suas
fungdes durante a gestagao normal e alterada.

Apesar de todo conhecimento encontrado na literatura sobre exercicio
materno, interagdes com o sistema imune, fluxo sanguineo materno em resposta ao
exercicio, células uNK e placenta de humanos e camundongos, ndo existiam relatos,
até o presente estudo, do efeito do estresse induzido por exercicio fisico extenuante
sobre a gestacdo de camundongos, sobretudo no que diz respeito a agao das
células uNK..

Em funcdo da necessidade de estudos nesta area, propusemos avaliar os
efeitos do estresse induzido por exercicio fisico extenuante de natagcdo, bem como,
as possiveis altera¢gdes no utero por meio de estudos morfoldgicos, citoquimicos e
estereoldgicos no 10° dia de gestagcado, utilizando o modelo experimental de
camundongos.

Nossos resultados demonstraram que o exercicio fisico extenuante durante a
gestacao provoca complicagdes no ambiente uterino prenhe que levam a diminuigéo
no peso materno, das taxas de implantacao e viabilidade fetal, bem como aumentam
a taxa de perda embrionaria. Estes efeitos ocorrem concomitantemente ao
expressivo aumento em numero e inducao da diferenciacdo das células uNK, sem
provocar sinais morfolégicos indicativos de sua citotoxicidade. No entanto, o
exercicio fisico extenuante realizado anteriormente a gestagdo reduz
significantemente esses efeitos, aumentando o peso materno, restabelecendo as
taxas normais de implantacdo e o numero total de células uNK, aumentando a
viabilidade e diminuindo a perda fetal, contudo sem impedir por completo os efeitos
deletérios do exercicio fisico e a aceleracado da diferenciagcao de uNK.

Os achados deste estudo prospectivo caracterizam este modelo experimental
de exercicio fisico extenuante como uma ferramenta que sera util para estudos
futuros da investigacdo dos mecanismos neuroimunoendocrinos, envolvidos com
parto prematuro e aborto causado por fatores estressores muitas vezes

desconhecidos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Células Natural Killer Periféricas

As células natural killer periféricas (pNK) compreendem aproximadamente 5 a
15% dos linfocitos do sangue periférico. Originam-se na medula 6ssea a partir de cé-
lulas progenitoras hematopoiéticas CD34*. (COLUCCI, et al, 2003). Sua denomina-
¢ao surgiu devido a sua habilidade em realizar citotoxicidade espontanea em células
tumorais e células infectadas por patégenos a partir da liberacdo de seus granulos
contendo perforina e granzima. (MORETTA, 2006, SMYTH, 2005) Estudos sugerem
qgue o desenvolvimento das células NK também ocorra em tecidos linféides secunda-
rios e 6rgaos nao linféides. (FREUD, et al, 2006, VOSSHENRICH, et al, (2006).

As células NK foram originalmente descritas como uma populagdo homogé -
nea de linfocitos (KIESSLING, 1975). Posteriormente foi caracterizado que as célu-
las NK do sangue periférico de humanos poderiam ser divididas em dois subtipos
baseados na expressao de CD56 e CD16 (LANIER, 1986). O subtipo predominante
no sangue periférico, correspondendo a aproximadamente 90% s&o as células CD56"
dm CD16", sendo conhecidas pela sua alta citotoxicidade e baixa secregéo de INF-y.
Ja as células CD56°"CD16", perfazem os outros 10% da populagéo de células NK e
sao produtoras de muitas citocinas incluindo INF-y, TNF, IL-10, IL-13 e GM-CSF sob
o estimulo de citocinas pro-inflamatdérias, porém, podem adquirir citotoxicidade apdés
ativacao prolongada. (COOPER, et al, 2001).

Evidéncias atuais, mostraram que suas fungcdes vao muito além da sua tradici-
onal capacidade citotoxica. As células produzem citocinas que interagem diretamen-
te com outras células do sistema imune, tais como as células dendriticas (CD), parti-
cipando da regulac&o do sitem imune adaptativo (SMYTH, 2005).

A ativagdo de células NK é regulada pela integracdo de sinais positivos e ne-
gativos. Os receptores mais caracterizados das NKs pertencem a super familia de Ig
em husitemaKIR), a familia das lectinas em camundongos (LY49) e CD94/NKG2 em

ambas as espécies.



Apesar de serem estruturalmente diferentes, essas familias de receptores
compartilham vias de transdugao de sinal intracelular. (COLUCCI, et al, 2002). Os
receptores dessas familias unem-se as moléculas da classe | do complexo maior de
Histocompatibilidade (MHC) classico e nao classico e os ligantes para estes recepto-
res de ativacdo ndo sdo totalmente definidos. (LANIER, 2005, ORR e LANIER,
2010).

Os subtipos de NK do sangue periférico também diferem na expressao de
receptores de quimiocinas. As células citotoxicas CD56°" CD16", expressam CXCRI
e CX3CRI e respondem respectivamente a seus ligantes, IL-8 e fractalcina.
(CAMPBELL, 2001). Curiosamente, apenas as células NK que expressam CD56°"
em o6rgaos linféides secundarios armazenam os marcadores CD62L e CXCR3, o que
resulta em um enriquecimento desse subtipo em orgaos linféides secundarios e
locais de inflamacgao. (CAMPBELL, et al, 2001, FERLAZZO, et al, 2004).

As diferentes populagdes de células NK de humanos estdo presentes em or-
gaos linféides e nao linféides como nos linfonodos, timo, amigdalas, baco e utero.
(VOSSHENRICH, et al, 2006, HANNA, et al, 2007).

Portanto, de acordo com seu papel na imunidade inata e na vigilancia imunolé-
gica, as células NK sao amplamente distribuidas em mamiferos, mas a distribuigdo
de suas subpopulacdes € diferente entre locais anatdbmicos, sugerindo uma especia-
lizagao de células NK. (TRINCHIERI, 1989, CAMPBELL, et al, 2001 e FERLAZZO,
2004).

Em humanos, as células CD56°"CD16  sdo mais numerosas nos 0Org&dos
linféides secundarios, sendo até 75% das células NK nos ganglios linfaticos e 50%
no bago. (FERLAZZO, 2004). Como os linfonodos provavelmente abrigam 40% de
todos os linfocitos humanos, e apenas 2% de todos os linfocitos circulantes sao
células CD56°"CD167, os ¢rgdos linféides secundarios constituem um conjunto
notavel de células efetoras do sistema imune inato dos seres humanos. Em
camundongos, a distribuicdo de células NK também é diferente, e os nodos linfaticos
sdo enriquecidos por estas células, embora representem uma populacdo menor no
baco e sangue periférico. (HAYAKAWA, 2006, VOSSHENRICH, 2006).

A localizacao das células em regides peri foliculares nos 6érgaos linféides po-
tencializam sua interagdo com células dendriticas (DCs) que chegam através de afe-
réncias linfaticas. (FERLAZZO, et al, 2004, BAJENOFF, et al, 2006 e GARROD,



2007). Experimentos utilizando a microscopia intra-vital em camundongos revelaram
que as células NK se direcionam para os linfonodos e fazem contatos com as DCs.
(BAJENOF, et al, 2006 e GARROD, 2007).

A questédo de haver ou ndo um desenvolvimento interligado dos subtipos de
células NK é investigada ha algum tempo e, recentemente varios estudos sugerem
que as células CD56""CD16" sdo capazes de se diferenciar em CD56“"CD16* sob
ativacao prolongada. (ROMAGNANI, et al, 2007, CHAN, et al, 2007).

Foram observadas diferengas funcionais entre os subtipos de célula NK hu-
manos. As células CD56°"CD16~ expressa altos niveis de moléculas de ades&o L-
selectinas, o que implica na capacidade de migragao destas células para 6rgaos lin-
féides secundarios, bem como 6rgaos nao linfoides. Isto pode ser confirmado pela
constatagdo de regides altamente enriquecidas de células NK CD56°“" em regibes
de nodos linfaticos contendo células T, e também no utero de humanos e camun-
dongos. (FEHNIGER, et al, 2003). No utero durante a gestacéo, as células NK regu-
lam processos de desenvolvimento especificos da interface materno-fetal. (HANNA,
et al, 2006, 2007).

Pode-se notar que estudos em camundongos e humanos, tém documentado a
interacao das células DCs com as células NK, no ambiente inflamatério e em tecidos
linféides secundarios. Sendo esta interagao crucial para ativagcao reciproca destas
células (FERLAZZO, et al, 2004). Além disso, as células NK possuem uma versatili-
dade funcional e em particular a secrecéo de citocinas através de sua ativagao du-
rante a resposta imune inata, com atencéo ao INF- y, uma importante citocina capaz
de minimizar infecgdes e direcionar a resposta imune para promover uma protecao
eficiente. (RAJ RAl et al, 2004).

2.2 Células natural Killer no Utero

No inicio da gestacao, o utero se modifica para receber o embrido. Esta modificagao
ocorre entre as paredes musculares do utero a qual consiste de duas camadas de
células, sendo uma camada interna circular e uma camada externa longitudinal que
se estende até o mesométrio. Os vasos mesometriais formam numerosas ramifica-

¢des quando chegam no utero formando uma area triangular (sob corte transversal),



limitada por dois lados até a extensao longitudinal do mesométrio e um terceiro lado
até a cobertura muscular circular do mesométrio. (SELYE, 1935). Na area delimitada
por estes trés lados, ocorrem importantes alteragcdes em células de tecido conjuntivo
propriamente dito, os fibroblastos endometriais, que se diferenciam em células com
caracteristicas epitelidides que passam inclusive a se unirem por jun¢des. Este fend-
meno é denominado decidualizacdo (ABRAHAMSOHN, 1983). A decidualizac&o atri-
buem-se fungdes de conter a invasividade trofoblastica (BEVILAQUA et al, 1991,
APLIN e GLASSER, 1994), manter a ancoragem do blastocisto no endométrio e pro-
mover a nutricdo do embrido e produgcdo de hormdnios para a manutencéo da gesta-
cdo (ABRAHAMSOHN, 1983).

Nesta area triangular, concomitantemente a decidualizagdo mesometrial, for-
ma-se uma estrutura transitoria que foi inicialmente e erroneamente caracterizada
como glandula metrial. Esse erro na sua caracterizagao inicial ocorreu em fungao de
seu estudo morfolégico demonstrar células em microscopia foténica com citoplasma
repleto de granulos PAS positivos (SMITH, 1966; LARKIN e FLICKINGER, 1969;
PEEL et al., 1983). Em 1911, Ancel e Bouin, utilizaram o termo “glandula enddcrina
miometrial” para descrever esta estrutura que foi subseqlientemente chamada de
“glandula metrial” por Selye e McKeweon em 1935 e as células que a constituiam fo-
ram inicialmente denominadas células granulosas da glandula metrial (GMG), (PEEL
S, 1989).

Ultraestruturalmente, os granulos citoplasmaticos destas células sdo heterogé -
neos e eletrondensos (LARKIN e FLICKINGER, 1969; DICKSON e BULMER, 1971;
PAFFARO JR et al, 2003) com morfologias semelhantes aos granulos das células
NK ativadas de ratos (BURKHARDT et al., 1990). Além disso, estudos imunocitoqui-
micos e imunoquimicos com as GMG revelaram a presenga de perforina nos granu-
los intracitoplasmaticos destas células (PARR et al., 1987, 1990,; ZHENG et al.,
1991), expressédo de CD45 (REDLINE e LU, 1989; PARR et al, 1990,), Thy-1 (BER-
NARD et al, 1978; MUKHTAR, STEWART e CROY, 1989; PARR et al, 1990,) , asia-
lo-GM1 (MUKHTAR, STEWART e CROQOY, 1989) e ndo expressdo de marcadores de
linfocitos T e B (WHITELAW e CROY, 1996). Apds as observagdes da presencga de
perforina nos granulos citoplasmaticos das células uNK, foi sugerido uma importan-
cia destas células nos fendbmenos imunolégicos da reproducédo (PARR et al., 1987,
1990, ZHENG 1991).



Tais estudos foram fundamentais para caracterizagdo destas células como
células pertencem a linhagem NK e estas passaram a ser denominadas na literatura
como células Natural killer uterinas (UNK).

A regido da glandula metrial foi também renomeada. Croy (1999), sugeriu a
denominacdo de agregado linféide mesometrial da gestacdo (MLAp) a esta
estrutura, constituido essencialmente por células natural killer uterinas.(CROY et al,
1997).

As células Natural Killer uterinas (UNK) fazem parte da populagao de células
Natural Killer. Sua origem é hematopoiética, onde a linhagem precursora € a linfoci-
taria. (ZENG, 1991, CROY, 1997a). Os progenitores das células NK (pro.NK) apare-
cem no figado e timo fetal e neonatal. (AIBA, Y., AND M. et al, 1997, JALECO, A.
et al, 1997. MICHIE, A et al, 2000). Em adultos a principal fonte € a medula 6ssea e
o baco. (WILLIAMS, N. et al, 1998). A mobilizagdo de linfocitos induzida pela gesta-
¢ao é primeiramente observada a partir de 6rgaos linféides primarios (medula éssea
e timo), (MEDINA, K. et al, 1994, TIBBETTS, T et al, 1999), e 6rgaos linféides se-
cundarios ( bago e nodos linfaticos) (SASAKI, K., and ITO, 1980, HETHERINGTON
e HUMBER, 1977).

Estudos, utilizando decidualizacido artificial, mostraram que a diferenciagao
das uNK é independente do embrido e da presenca do trofoblasto. (PEEL S., et al,
1989, BANY e CROSS, 2006, HERINGTON J et al, 2009).

O inicio da resposta decidual se da no utero de camundongos apos a implan-
tagdo do blastocisto no 4° dia de gestacéo (ddg). A implantagédo e a decidualizagao
ocorrem no lado antimesometrial do utero. De uma maneira polarizada, as células
trofoblasticas irdo formar os primérdios da placenta, chamado de cone ectoplacental.
Este crescera em direcdo mesometrial para assim, alcancar o mesentério, onde re-
cebera o suprimento sanguineo uterino. (CORREA DA SILVA,1997).

De acordo com Corréa da Silva (1997) a decidualizagdo € acompanhada de
alteragdes morfologicas nas células uNK, como aumento gradual do tamanho destas
células e de seus granulos que contém mucinas (KISO et al, 1992), perforina (PARR
et al, 1990), serina estearase (ZHENG et al, 1991) e fosfatases (PEEL 1989).

A decidualizagao secundaria ao redor do cone ectoplacental parece induzir a
diferenciagdo das células uNK dentro da regido da decidua basal (DB). (JIANHONG
ZHANG et al, 2010).



As células uNK fazem-se presentes no utero de diversos animais como huma-
nos e camundongos, (CROY et al, 1997), porcos (CROY et al, 1994), macacos
(CARDELL et al, 1969) e hamsters (BULMER et al, 1983).

Foi observado, em humanos, por meio de estudos de imunofenotipagem, que
as células uNK apresenta receptores a semelhanca das células CD56”9"CD16", a
populagao minoritaria de células NK da circulagao periférica. (COOPER et al, 2001).

Em humanos, as células uNK sao encontradas apds a menarca durante o ci-
clo menstrual, predominantemente na fase lutea secretora tardia e sdo sustentadas
pela gestagédo na regido decidual do utero, onde s&o muito proliferativas.( KING A.,
2000 e LASH G.E, et al, 2010).

As células NK sao detectadas no utero de camundongos de aproximadamen-
te duas semanas apos o nascimento por meio de imunohistoquimica. (KISO Y et al,
1992), precedendo as células T. Durante a puberdade, entre o quarto e quinto dias
do ciclo estral, ndo ha mudancas na localizacdo ou no numero relativo de células
uNK, e células pequenas e agranulares foram consideradas como precursoras das
UNK (pré-uNK). (JIANHONG ZHANG et al, 2010).

No estudo das uNK, Corréa da Silva (1997), utilizou a citoquimica de lectina
DBA (Dolichos Biflorus Agglutinin), que possui alta afinidade por glicoconjugados
contendo N-acetil-D galactosamina presentes nas membranas celulares e ao redor
dos granulos das uNK. Paffaro Jr et al (2003), demonstraram que esta lectina possui
especificidade na marcagdo das uNK, ndo reagindo com outras populagdes
linfocitarias. Assim, distingui até mesmo as células uNK no 5° dg quando comegam a
apresentar modificacbes nos carboidratos que sao reconhecidos pela lectina
Dolichos Biflorus agglutinin (DBA). Segundo os mesmos autores, a citoquimica de
lectina DBA caracteriza quatro subtipos de células uNK a saber. O subtipo | de
célula uNK seria a célula na sua forma mais imatura. Esses sao esféricos, pequenos
como os linfocitos circulantes, medindo aproximadamente 9 + 3 ym de diametro e
desprovidos de granulos, poucas organelas, com nucleo circular com grande
quantidade de cromatina condensada e fortemente positivos para lectina DBA em
sua superficie. O subtipo Il de uNK sdo maiores, com 13 + 2 ym de diametro,
positivos em sua superficie a lectina DBA com poucos granulos lisossomo
secretores citoplasmaticos também apresentando reatividade a lectina DBA. Possui

nucleo com uma cromatina mais condensada, reticulo endoplasmatico rugoso e



complexo de Golgi evidentes. O subtipo Ill, a forma caracterizada como plenamente
diferenciada e ativa, sdo ainda maiores, medindo 26 um, com nucleo redondo
eucromatico, muitos granulos densos, com forte reatividade a lectina DBA em sua
superficie e granulos. O subtipo 1V, a forma senescente, possui didmetro de 30 um,
com inumeros granulos positivos a lectina DBA, areas citoplasmaticas
eletronlucidas, provavelmente devido a extragédo do glicogénio, nucleo apresentando
uma massa de cromatina condensada e irregular semelhante as células em
apoptose, com vacuolos citoplasmaticos e reatividade descontinua da membrana

celular para lectina DBA.

2.3 uNK Endometriais e uNK Deciduais

Estudos fenotipicos evidenciaram a existéncia de dois subtipos diferentes de
células uNK em humanos, o que lhes conferiu na literatura duas maneiras diferentes
de denomina-las, as células Natural Killer endometriais (eNK) (PACE et al, 1989;
MANASTER et al, 2008) e células Natural Killer deciduais (dNK) ; (HO et al, 1996;
HANNA et al, 2006; MANASTER E MANDELBOIM, 2010)

As células eNK correspondem ao subtipo encontrado no endométrio uterino
nao gravidico, enquanto as dNK seriam aquelas que migram para o utero apenas no
momento da gestagdo (MANASTER E MANDELBOIM, 2010).

As células eNK de humanos correspondem a cerca de 30% dos leucdcitos do
utero humano durante o ciclo menstrual (HO et al, 1996; LACHAPELLE et al, 1996).
Estas células foram extensamente estudas por anos, e estudos imunocitoquimicos
mostram que o numero absoluto de eNK aumenta muito da fase proliferativa para
fase secretoria do ciclo menstrual (MANASTER et al, 2008), proliferando neste pe-
riodo, como comprovado pela expressao de Ki67 nestas células (PACE et al, 1989).

Apesar de exaustivamente estudas, poucos estudos caracterizaram o fenétipo
das células eNK. Eriksson et al (2004) demonstraram que se por um lado as eNK
expressam CD56, CD57, CD94 e CD16; por outro expressam receptores do tipo KIR
semelhantes as células CD56“", como CD58b e NKB1, além de n&do expressarem
L-selectina em suas membranas.

Estas células expressam marcadores de ativagcdo HLA-DR e CDG69, (HO et al,
1996. MANASTER E MANDELBOIM, 2010, investigaram recentemente o padréo de



expressao dos receptores de ativagcao de NK nas células eNK a partir de biopsias de
tecidos endometriais humanas. Estes autores demonstraram que as células eNK
nao expressam CD16, mas expressam altos niveis de pNK46 e NKG2D, a exemplo
das células dNK. Todavia, em contraste com as dNK, as eNK também nao expres-
sam pNK30 e pNK44. Estes autores sugeriram que a auséncia de pNK30 e pNK44
poderia ser o resultado da ativagdo de receptores nas eNK sustentada por ligantes
nao conhecidos, os quais sdo expressos nos tecidos (MANASTER et al, 2008). Este
repertorio de ativacdo incomum e outros marcadores de superficie celular, faz das
eNK de humanos unica entre outros subtipos de NK conhecidos (MANASTER et al,
2008).

As células dNK de humanos, correspondem, diferente de outros tecidos, a cer-
ca de 50 a 70% dos leucocitos dos 40% de células imunes encontrados na interface
materno-fetal. (WHITELAW e CROY, 1996).

O numero de células deciduais € mais alto no primeiro trimestre de gestagao,
declinando ao longo do segundo trimestre (TABIASCO et al, 2006). Assim como em
camundongos apenas poucas células uNK sdo encontradas na decidua humana a
termo. (CROY et al, 2006). A maioria das células dNK de humanos sdo CD56"
bi9"CD16° (MANASTER E MANDELBOIM, 2010) e expressam CD94/NKG2 (TRUN-
DLEY et al, 2004), o oposto as células dNK de camundongos que expressam altos
niveis de CD16. (YADI et al, 2008). No entanto, semelhante as eNK, as dNK lem-
bram as células NK CD56" CD16*, expressando receptores KIR e quanto ao con-
teudo de seus granulos citoplasmaticos (HIBY et al, 2008).

As dNK expressam varios receptores de ativacdo como, pNK46, pNK30,
pNK44, NKG2D e 2B4 (VACCA et al, 2006; KOPCOW et al, 2005), em contraste
com as células eNK de humanos que n&o expressam pNK30 e pNK44 (MANASTER
et al, 2010). Além disso, as dNK expressam CD69 , um marcador de ativagdo de NK
(EI COSTA et al, 2008).

A expressao de receptores inibitorios de NK nas dNK como NKG2A, KIR2DL4,
KIR2DL1, KIR2DL2/L3 e ILT-2 pode ser responsavel pela auséncia de citotoxicida-
de destas células, por meio de interagdes destes receptores com moléculas HLA-G
e HLA-E do complexo principal de histocompatibilidade nao classico. (KING et al,
2000 e EI COSTA et al, 2008).



Embora o repertorio de receptores das células dNK esteja bem definido, e
existam comprovacgdes da existéncia de diferentes subtipos de uNK em humanos, os
mecanismos que controlam o acumulo e diferenciacédo das células dNK estao sendo
investigados. E possivel que as dNK sejam recrutadas de outros 6rgédos ou do san-
gue periférico para a decidua, onde sdo submetidas a diferenciagdo local especifica
causada por TgF-B e outros fatores locais (KESKIN et al, 2007), o que reforgado por
estudos realizados nas dNK de camundongos (CHANTAKRU et al, 2001). Alternati-
vamente, as dNK originadas de progenitores hematocitopoiético, porém residentes
do endométrio, podem proliferar e diferenciar localmente no inicio da gestagéo (LYN-
CH et al, 2009), o que concorda com dados obtidos apds transplante de endométrio
humano para camundongos NOD/SCID/yc™" (T-, B, NK) onde foi observada grande
quantidade de dNK CD56* que é expresso em humanos e ndo em camundongos. E
possivel ainda que as células eNK residentes no tecido uterino humano (MANAS-
TER, et al, 2008; VERMA, et al, 2000) e de camundongos (MALLIDI et al, 2009), sob
estimulo do novo ambiente criado pela gestacao, se diferenciem em dNK.

Estrategicamente, tem sido realizados em célula uNK, varios estudos da ex-
pressado de receptores comumente encontrados em células Natural Killer de outros
ambientes, dentre eles estdo os KIR de humanos, os Ly49 de camundongos e os
CD94/NKG2 expressos em ambas as espécies (COLUCCI et al, 2002).

No entanto, ndo existem ainda descritos na literatura anticorpos capazes de
identificar especificamente as células uNK de camundongos, ao contrario do que
ocorre em humanos, onde anticorpos anti-CD56 sao amplamente utilizados para o
estudo das uNK (COLUCCI et al, 2002).

Sendo assim, a maioria dos estudos em camundongos antes de 1995, reco-
nheciam as células uNK por meio de sua forma linféide e reatividade de seus granu-
los utilizando o reagente acido periddico de Schiff (PAS), um marcador histoquimico
para glicoproteinas, especialmente mucinas. (VISHWANATH et al, 1984).

Nos ultimos dez anos, os investigadores das células uNK tém utilizado a lecti-
na DBA para identificacdo seletiva destas células como preconizado por Paffaro Jr
et al (2003), devido ao fato da reagao positiva para esta lectina distinguir melhor as
uNK que a reagao de PAS em cortes histolégicos, além deste reagente ser util para

o isolamento celular e isolamento de RNA apéds as células serem coletadas dos teci-



dos por meio da microdissecgao a laser (TAYADE et al , 2005; JIANHONG ZHANG
et al, 2010).

Estudo recente realizado por Croy et al (2010), no qual foi realizada a reagao
de PAS concomitantemente a reacéo de lectina DBA demonstrou que 90% das célu-
la uNK de camundongos por volta do 10.5-12.5 ddg foram reativas para estas duas
técnicas (PAS'DBA") e os 10% restantes reativos apenas para PAS (PAS'DBA), su-
gerindo a existéncia de dois subtipos diferentes de células uNK em camundongos.
Interessantemente, os mesmos autores relataram que apdés camundongos transgéni-
cos alinfoides (Rag2", IL2rg", N TB") receberem medula 6ssea de camundongos
normais, as células PAS'DBA" constituiam menos de 1% da populacédo de uNK, su-
gerindo, portanto que as células uNK PAS'DBA* tém precursores circulantes e que
as UNK PAS'DBA possam surgir de precursores intra-uterinos.

Yadi et al (2008), também identificaram dois subtipos de células no utero de
camundongos no periodo médio da gestacao (10° ddg), utilizando citometria de flu-
X0 a partir de suspensdes de células deciduais ricas em células NK CD3CD122".
Neste estudo, foram observadas células NK com menor diametro e com fendtipo de
células NK periféricas (NK1.1* ou DX5%), e células grandes que exibiam o fendtipo
NKp 46", Ly49", NK1.1 no camundongo. ZANG et al, (2009), revelaram que as cé-
lulas NK lectina DBA" e lecina DBA" sao funcionalmente diferentes na sua producéao
de citocinas e fatores angiogénicos.

Recentemente, foi sugerido por Blasius et al (2007), que as NK de camundon-
gos com o fenétipo B220"CD11¢c*NK1.1" seriam as analogas as NK CD56" de huma-
nos. Em um estudo recente, desenvolvidos por Mallidi et al (2009), examinou o feno-
tipo das células eNK e demonstrou que estas expressam B220"CD11c*NK1.1%, de
maneira similar ao observado em células NK do sangue e do bago de camundongos.

Além disso, apenas as dNK expressam receptores Ly49, bem como, CD69 e
KLRG 1 que sao considerados marcadores da ativagao e proliferacdo de NK res-
pectivamente. (HUNTINGTON et al, 2007).

Dessa maneira, a exemplo do que ocorre em humanos, em camundongos pa-
recem existir pelo menos dois subtipos diferentes fenotipicamente de uNK, as célu-
las NK endometriais (eNK) de origem intra-uterina e as células NK deciduais dNK,
com origem periférica. No entanto os dados na literatura a respeito das eNK de ca-

mundongos s&o ainda muito recentes e limitados.



Assim, provavelmente, as células dNK podem constituir uma populacao hete-
rogenia que engloba todos os tipos presentes no utero gravidico de humanos e ca-
mundongos. (MANASTER E MANDELBOIM et al, 2010).

Em funcéo dos dados a respeito destas diferentes populacdes de células uNK
(eNK e dNK) serem ainda fragmentados e ndo conclusivos, e para tornar mais claro
a descricao destas células, utilizamos preferencialmente a nomenclatura “uNK” para

nos referirmos a célula alvo de nosso estudo nesta dissertacao.

2.4 Funcgoes da células NK uterinas

Estudos das células uNK da decidua de humanos revelaram que, embora estas
células estejam em intimo contato com o trofoblasto, ndo desempenham sua fungéo
citotoxica contra estas células embrionarias (KING et al, 2000).

Muitos estudos demonstram que a atividade citotdéxica das uNK é reduzida com-
parada com células NK do sangue periférico (Vacca et al, 2006; King et al, 2000),
embora as uNK expressem varios receptores de ativagao, bem como niveis eleva-
dos de perforina, granzima A e B (KOOPMAN et al, 2003; VACCA et al, 2006).

Embora a citotoxicidade das uNK seja baixa, ela ndo é inexistente, visto que os
receptores NKp46 (porém nao os NKp30) destas células induzem a mobilizagdo do
calcio intracelular, polarizacao da perforina, exocitose e desencadeia a apoptose em
células alvo. E possivel que este potencial citotdxico das uNK seja importante em
casos de infeccao (EL COSTA et al, 2008).

O mecanismo pelo qual as células uNK da decidua ndo tem seu potencial citoto-
xico ativado ainda permanece por ser esclarecido. Neste sentido varias hipéteses
tem sido propostas para este fenbmeno.

Primeiramente, a auséncia de citotoxicidade de uNK pode ser o resultado das in-
teragdes inibitorias entre as moléculas do MHC n&o classicas HLA-G e HLA-E e os
receptores inibitérios expressos por estas células como ILT-2, KIR2DL4 e
CD94/NKG2A (EL COSTA et al, 2008; KING et al, 2000). No entanto, o ILT-2 é ex-
presso apenas por cerca de 20% das células uNK e existem controvérsias a respeito
do potencial do KIR2DL4 das uNK em se ligar ao HLA-G para inibir sua citotoxicida-
de.



Kopcow et al (2005) propuseram uma nova hipotese, na qual as células uNK seri-
am incapazes de formar sinapses maduras para mobilizar perforina. Este ndo deve
ser 0 unico mecanismo para a inibicao da citotoxicidade de uNK, ja que estas células
exibem citotoxicidade por meio da utilizagdo de NKp46.

Outra possibilidade foi postulada por Vacca et al (2006). De acordo com estes
autores a citotoxicidade de uNK pode ser inibida pelo receptor 2B4, que desenca-
deia sinais inibitorios que estao relacionados a auséncia ou baixa expressao de pro-
teinas sinalizadoras associadas a ativacao de linfécitos (SAP) pelas uNK.

Ou seja, a atividade citotdéxica de uNK, talvez seja exercida por estas células
apenas em situagdes na qual a homeostase gestacional seja rompida como por ex-
emplo em situagdes de infecgdes por virus e bactérias. Na inexisténcia destas situa-
¢Oes, as interagdes das uNK com células imunologicas e n&o imunologicas na sua
redondeza inibem radicalmente sua citotoxicidade (MANASTER E MANDELBOIM,
2010).

De fato, as células uNK sao as maiores produtoras de fatores de crescimento an-
giogénicos da oitava a décima semana de gestacdo. E entre a décima segunda e
décima quarta semanas sdo as maiores produtoras de citocinas. Um desbalanco
nestes mecanismos, ainda nao conhecidos plenamente, pode contribuir para compli-
cagoes durante a gestagao levando a perda gestacional. (LASH et al, 2010).

Os mecanismos de perda gestacional mediados pelo sistema imune sao pou-
co conhecidos. Em mulheres com aborto recorrente, ha aumento no numero e ativa-
¢ao das células periféricas CD56", o que sugere um importante papel do sistema
imune (LAIRD et al, 2003). Os estudos com roedores sugerem que as maiores cau-
sas de perda gestacional de origem imunoldgica estejam na interface materno-fetal
(BILINSKI et al, 2008).

Entre as citocinas da interface materno-fetal, a /L-10, anti-inflamatéria, parece
ser especial, por apresentar um papel importante na gestacao através da sua rela-
¢ao com outros moduladores intra-uterinos e sua alta atividade imunossupressora
(MOORE et al, 2001). Foi observado por Hanna et al (2000), que a expressao de /L-
10 pela placenta humana é dependente da idade gestacional com significativa ex-
pressao no segundo trimestre.

Estudos realizados por PLEVYAK et al (2002), demonstraram que a expres-

sdo de /L-10 na decidua e na placenta era muito pequena em mulheres com aborto



espontaneo, partos pré-termos e pré-eclampsia. Entretanto os mecanismos pelos
quais a IL-10 protege o feto ndo foram explicados.

Reforgcando a importancia desta citocina para a gestagdo, Murphy et al
(2009), em seus estudos utilizando camundongo nocaute para IL-10 (IL-10") subme-
tidos a baixas doses de LPS, notaram que a sepse provocou aumento vigoroso da
citotoxicidade e invasividade das células uNK dentro da zona placental, levando a
morte fetal ou restricdo do crescimento intra-uterino de maneira independente dos
niveis de progesterona. Além disso, 0s mesmos autores revelaram que a imunode-
plegcado das células uNK, ou administracdo de /L-70 ou tratamento com anti-TNF-a
Ab, reverteu estes defeitos induzidos pelo LPS na gestagéo. Esses resultados mos-
tram uma relacao crucial das células uNK e IL-10 na prevencao da inflamacgao e a
participagdo de disturbios nesta relagdo como indutores do parto prematuro e do
aborto espontaneo de uma maneira independente de progesterona.

No entanto, sabe-se que os efeitos imunomodulatérios da progesterona séo
determinados pela disponibilidade do horménio e pela sensibilidade dos linfocitos,
que produzem, por meio da ativag&o via progesterona uma proteina chamada fator
bloqueador induzido pela progesterona (PIBF) (SZEKERES-BARTHO, 1985a). Em-
bora relativamente baixa, as concentragdes de progesterona sao suficientes pata ini-
bir a atividade das NK periféricas durante a gestacdo normal (SZEKERES-BARTHO,
1985b). Concentragbes baixas de PIBF encontradas na urina foram relacionados a
pré-eclampsia. (POLGAR et al, 2004). Tanto a progesterona quanto a PIBF inibem a
exocitose de perforina e diminuem a citotoxicidade dos linfocitos deciduais. (LASKA-
RIN et al, 2002). Anticorpo anti-PIBF reverteu a reducao da citotoxicidade mediada
pela progesterona de linfocitos CD56*/PIBF* deciduais (FAUST et al, 1999). Estes
achados sugerem que PIBF poderia mediar os efeitos da progesterona na regulagéo
da atividade citolitica dos linfécitos deciduais na interface materno-fetal.

ROMAN (2001), estabeleceu um modelo experimental de camundongos, no
qual foi procedida a lesdo embrionaria com o objetivo de verificar se a morte de um
embrido seria capaz de estimular a citotoxicidade das células uNK. Durante este es-
tudo foi constatada intensa reabsorcdo embrionaria caracterizando a perda fetal nes-
te modelo. Quanto as células uNK, estas exibiam alteragdes na marcagao dos gra-
nulos citoplasmaticos que contém perforinas, granzimas e outras enzimas liticas

apos citoquimica de lectina DBA, sugerindo a desgranulagcédo de seu conteudo, pres-



supondo uma resposta uterina as células trofoblasticas gigantes que poderiam ter a
atividade invasiva alterada ou descontrolada apés a lesdo do embrido. Além disso, 2
a 3 horas apos a lesao, a reatividade para lectina DBA dos granulos e superficie das
uNK era restaurada . Esta constatacdo comprova que as células uNK, apds a sua
ativagcdo com perda do conteudo granular, ndo morrem ou degeneram-se a seme-
lhanga do que é descrito para as células NK periféricas. (WHITELAW e CROY,
1996).

Sendo assim, sao fragmentados e ndo conclusivos o conjunto de resultados a
respeito da citotoxidade da células uNK e a participacao deste fenbmeno nos casos
de perda gestacional. Por outro lado, parece claro que o micro ambiente uterino du-
rante a gestagao, estimula as células uNK a exercerem suas fungdes.

Apesar dos primeiros estudos investigativos da fungédo das células uNK se base-
arem na possibilidade das uNK regularem a invasao trofoblastica por meio da citoto-
xidade (CROY, 1994), Ashkar e Croy (1999, 2001), em seus experimentos com ca-
mundongos estabeleceram um novo conceito a respeito da fungao das células uNK
na manutengdo da homeostasia gestacional. Em seus estudos, estes autores de-
monstraram que a auséncia das NK na decidua de camundongos transgénico, resul-
tava em sitios de implantacdo anormais e inadequado remodelamento das artérias
espiraladas da placenta que nutrem o embrido. Todavia, mostraram que esta anor-
malidade se devia a auséncia de interferon-gamma (/NF-y) derivado das uNK, o qual
regula positivamente o didmetro do lumen das artérias espiraladas durante a decidu-
alizagao.

Além do INF- y, as uNK de camundongos também secretam fator estimulador de
colénias-1 (CSF-1), IL-1, fator inibitério de leucemia (LIF) (CROY et al, 1991), fator
de necrose tumoral (TNF- a) e VEGF (LASH et al, 2006).

El Costa et al (2008), demonstraram que apds a ativagdo das uNK de humanos
com IL-2 e IL-15 por 48 horas, estas foram induzidas a secretarem TNF- a, MIPI- a,
MIPI-B, CSF e INF- a. Outros estudos demonstraram que quando as uNK humanas
séo estimuladas por IL-15 secretam IL-8 e IP-10, citocinas que ligam em receptores
nas células trofoblasticas invasivas, levando a migragao do trofoblasto, (HANNA et
al, 2006). Adicionalmente, a expressdo de metaloproteinases 7 e 9 pelas células

uNK e pelos macrofagos que infiltram dentro do musculo liso vascular das artérias



espiraladas é considerada importante para a iniciacdo do remodelamento das artéri-
as pelo trofoblasto (SMITH et al, 2009).

As células uNK de humanos, como as de camundongos, podem produzir uma
variedade de fatores angiogénicos, como varios membros da familia VEGF, PLGF,
angiopoetina-2 (Ang-2) e NKG5 (HANNA et al, 2006).

Estudos recentes in vitro demonstraram que os clones de uNK que expressa-
vam receptores de ativagao KIR2DS4 secretaram mais IL-8, IP-10, VEGF, que os
clone que expressavam receptores inibitérios KIR2DL1, sugerindo, que a ativagao
das dNK reduz o risco de pré-eclampsia, através da producao suficiente de fatores
de crescimento e quimiocinas. (HANNA et al, 2006).

Estudos conduzidos por Hiby et al (2004), indicaram que a forte inibicao das
células uNK, como resultado da interacao entre receptores KIR destas células com
receptores HLA-C no trofoblasto extraviloso, aumentou a probabilidade de pré-e-
clampsia. Por outro lado, as interagdes entre KIR e HLA-C capazes de induzir a ati-
vacao das uNK, resultaram em uma melhor invasao dos trofoblastos.

O conjunto de resultados encontrados na literatura e a grande habilidade das
células uNK em secretarem muitas citocinas para apoiar os processos de desenvol-
vimento da gestagao, é indicativo de que estas células sdo mais ativadas que inibi-
das no utero de roedores e seres humanos durante a gestacdo. (MANASTER E
MANDELBOIM, 2010). No entanto, em situa¢gdes normais a ativagdo destas células
desencadeia respostas nio-citotoxicas, que caracterizam as uNK como as maiores
reguladoras do remodelamento vascular e da manutencdo da homeostase durante

os estagios iniciais da gestacao.

2.5 Exercicio Fisico, Estresse e Gestagao

Existem varios fatores que podem influenciar no desenvolvimento e cresci-
mento fetal, dentre eles estdo fatores maternos, placentarios e fetais.
(MOTTOLA,1996).

Em teoria, ha potenciais riscos para o feto durante a realizagdo de exercicios
maternos. O feto pode ser negativamente afetado por diversas respostas fisicas ma-

ternas incluindo, a contratilidade uterina através do aumento de hormoénio liberados,



hipertermia, hipoglicemia fetal secundaria ao aumento da utilizagdo de glicose ma-
terna e diminui¢cdo do fluxo sanguineo utero-placental. (BONEN et al, 1992, SPIN-
NEWIJN et al, 1996, KENNELLY et al, 2002). Ha pouca informacgéo acerca dos me-
canismos pelos quais estes e outros fatores sao influenciados durante exercicios ex-
tenuantes comprometendo o bem-estar fetal.

Segundo Vorher (1982), fatores maternos como fluxo sanguineo uteroplacen-
tario, trocas de oxigénio e nutrientes, temperatura corporal materna e hidratagdo po-
dem ser influenciados por fatores extrinsecos. Dentre estes fatores, o exercicio fisico
pode ser considerado importante influenciador nas respostas fisiologicas. (MOTTO-
LA,1996, WOLFE, 1989, 1994).

Em um classico estudo realizado por Lotgering et al (1983), foi encontrado
que o fluxo sanguineo uteroplacentario € inversamente proporcional a intensidade e
duracédo do exercicio. Foi observada uma diminuicdo de 13% no fluxo sanguineo
uterino durante 10 minutos de exercicio agudo até 70% do VO, maximo (max.) e um
declinio de 17% até 10 minutos de exercicio com 100% do VO, max. Assim, foi suge-
rido que a resisténcia vascular uterina poderia aumentar até 65% durante o exerci-
cio. Este fato esta relacionado com o aumento de noradrenalina na circulagao mater-
na, alterando o fluxo sanguineo durante o exercicio agudo, levando a vasoconstricao
uteroplacentario. (PALMER et al, 1984).

A diminuigdo do fluxo sanguineo uteroplacentario durante o exercicio, ndo &
vista somente como inversamente proporcional a intensidade do exercicio materno,
mas também como uma forte relagdo dose-resposta. Jones et al (1990), mediram a
intensidade do exercicio a valores de até 60%, 70%, 80% e 90% do VO, max. e
encontraram diminuigdes no fluxo sanguineo materno de 29%, 45% 62% e 80%
respectivamente. Neste sentido, com o aumento da intensidade do exercicio, ha
mais sangue desviado a partir do utero e outros 6rgaos para os musculos em
trabalho. Este fato poderia sugerir que a oxigenagao fetal estaria em risco durante
exercicios de alta intensidade. (PALMER, 1984).

O exercicio regular durante a gestagao, parece melhorar a capacidade fisica
da gestante, mas as evidéncias sao insuficientes para inferir importantes riscos ou
beneficios para a mae e o feto. (KRAMER e MAC DONALD, 2006).

Pouco é conhecido sobre os efeitos da atividade fisica sobre a fertilidade na

populagdo, em contraste com os beneficios bem elucidados da atividade fisica



regular na saude geral, incluindo a prevengédo de doengas. (WARBURTON et al,
2006).

Rich-Edwards et al (2002), mostraram que mais horas de exercicio vigoroso,
foi associado com redugéo do risco de infertilidade ovulatoria. Enquanto que Morris
et al (2006), observaram que as mulheres que se inscreveram em um programa de
tratamento de fertilidade e relataram se exercitar 4 horas ou mais por semana,
durante 1 a 9 anos antes do inicio do tratamento, tinham 40% menos chances de ter
filhos, trés vezes mais probabilidade de sofrer alteragbes no ciclo menstrual e duas
vezes mais probabilidades de ter falhas na implantagdo e perda da gravidez que
mulheres que relataram nao se exercitar. JA o exercicio moderado, associado a
perda de peso, foi positivo no tratamento de fertilidade de mulheres obesas. (CLARK
et al, 1995).

Outros fatores importantes relacionam-se as respostas induzidas pelo
estresse, como as respostas neuro-hormonais, com subsequente ativagdo do
sistema nervoso simpatico, sendo que este atua sobre os 6rgaos linfoides, podendo
regular as respostas do sistema imune através de secregdes catecolaminérgicas
locais e sistémicas. (CADOPPO, 1998).

O ambiente gestacional € caracterizado pelo aumento da fungdo do eixo
Hipotalamo-Hipoéfise-Adrenal e aumentos progressivos dos horménios do estresse,
cortisol e ACTH apés 12 semanas de gestagcdo. O momento e o local de liberagao
destes horménios nos tecidos periféricos sdo determinantes para a manutencao e
desenvolvimento fetal. (PRIOR, 2005, BURTON et al, 2007).

Os aumentos circulatérios de cortisol e ACTH podem interferir no tempo de
ovulacdo e encurtar a fase lutea, causando diminuicdo da disponibilidade da
progesterona e assim dificultar o sucesso implantacional onde a espessura
endometrial deve ser 28 mm. (SELYE, 1939).

As perdas reprodutivas que vao desde falhas na implantagao a abortos, e que
sdo puramente biologicas e que podem ser prevenidas, sdo cada vez mais
evidentes, e, tem sido levantada a hipétese de que a exposicdo ao estresse
ambiental e psicossocial pode levar ao fracasso gestacional. (NAKAMURA et al,
2008).

O termo estresse esta baseado em experimentos de Hans Selye, (1936),

onde descreveu a Sindrome Geral da Adaptacdo. Esta sindrome representava uma



reacao geral e inespecifica a estimulos aversivos ou a situagdes desconhecidas,
cuja finalidade seria a manutencédo da homeostasia e adaptagdo do organismo a
nova condigcdo. Posteriormente propds o termo estresse. (TANNO E MARCONDES,
2002).

Mason (1968), mostrou que a resposta do organismo frente a estimulos
aversivos tinha um carater especifico, variando de acordo com o tipo, intensidade e
duracao do estimulo estressor, e com as caracteristicas individuais. Outros estudos
confirmaram estes achados e mostraram que experiéncias previamente vivenciadas
pelo individuo também tém significativa influéncia nas respostas fisiolégicas a
estimulos estressores (LEVINE, 2000; STAM et al, 2000).

A reacao de estresse pode ser dividida em trés fases. A fase de alarme ou ex-
citagdo, que ocorre quando o organismo reconhece o estimulo como estressante, e
€ caracterizada por aumento da capacidade organica em responder ao agente
agressor, com ativagao do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e do eixo Hipotalamo-
Hipofise-Adrenal (HHA), resultando em aumento na secre¢ao de catecolaminas (no-
radrenalina e adrenalina) e de glicocorticoides. Se o estimulo for mantido, a capaci-
dade de reagao diminui e o organismo desenvolve mecanismos adaptativos durante
a fase seguinte, denominada fase de resisténcia. Quando essa adaptagao n&ao ocor-
re, desenvolve-se a fase de exaustdo, na qual o organismo torna-se suscetivel a dis-
turbios renais, cardiovasculares, gastrintestinais e imunolégicos (LUNDBERG, 2000;
McEWEN, 2003).

Em 1939, Selye inaugurou o que se tornou um enorme campo de pesquisa
sobre o estresse, através da demonstracdo de que o exercicio fisico, uma dieta
insuficiente e outros agentes poderiam induzir atrofia ovariana e hipertrofia da
adrenal.

A resposta bioldgica ao estresse é conhecida como supressora da fungéo re-
produtiva. Um exemplo é a frequéncia de exercicio de alta intensidade em atletas
adolescentes acarretando atraso na menarca e amenorréia hipotalamica. (FRISCH
et al, 1974).

Recentemente, foi sugerido que o exercicio ndo tem efeitos supressivos nas
funcdes reprodutivas e sim age indiretamente, aumentando o gasto energético e di-
minuindo a disponibilidade caldrica. (LOUCKS et al, 1998, WILLIAMS et al, 2001).

Segundo estes autores, durante o treinamento fisico, a fun¢do reprodutiva ndo ¢é in-



terrompida pelo exercicio, mas sim pela baixa disponibilidade de energia, definida
como consumo de energia através da dieta e gasto energético pelo exercicio. Assim,
mesmo quando sao realizados exercicios extenuantes, a suplementagao alimentar
previne perturbagdes da fungao reprodutora, segundo estes autores.

No entanto, evidéncias sugerem que a exposi¢cdo ao estresse causa efeitos
adversos na mae e no feto e seu impacto depende de respostas fisiologicas multiva-
riadas e multidimensionais. Estas respostas incluem efeitos diretos nos horménios
gestacionais, ativacdo do sistema simpatico e do eixo HHA, assim como efeitos dire-
tos no balango imune. (DOUGLAS, 2010). O pico de secregao de glicocorticoides
ocorre ap6s 15 a 30 minutos da exposicdo ao estresse e atua via receptores para
mineralocorticoides e glicocorticdides, sendo que estes controlam a disponibilidade
de glicose para os tecidos, bem como a maturagdo e o desenvolvimento celular.
(DOUGLAS, 2010).

A gestacao esta associada com aumentos nos niveis de substancias vasoati-
vas que incluem prostaglandinas, VEGF, oxido nitrico e produtos do sistema renina
angiotensina, sendo este o principal regulador da fungdo hemodinamica. Embora a
homeostasia cardiovascular seja mantida durante a gestagédo, os mecanismos regu-
latérios sao alterados ocorrendo aumento da ativacédo do sistema renina angiotensi-
na, devido a expansao do volume sanguineo. Todavia os vasos se tornam insensi-
veis aos seus produtos, por mecanismos ainda nao conhecidos. (YUNOHARA et al,
1994).

Foi recentemente mostrado que as células pNK e T de humanos respondem a
angiotensina |l através de proliferacdo e producao de citocinas como /FN-y. Estas
células eram CD56" e expressaram além dos receptores AT1 e AT2, todos os com-
ponentes do sistema renina-angiotensina (renina, angiotensinogénio e enzima con-
versora de angiotensina. JUREWICZ et a/, 2007). Hatta (2009), demonstrou a
presenca de receptores de angiotensina do tipo 1 e 2 nas células uNK de
camundongos e sugeriu um papel regulador na vasoconstricao e vasodila-
tacao.

Estudos demonstraram que o estresse aumenta os sitios de ligacéo para an-
giotensina Il através de aumentos desse peptideo na circulagdo, assim como de gli-
cocorticéides (CASTREN e SAAVEDRA, 1988). A ativagao desses receptores resul-



ta na sintese e secrecdo aumentadas de CRH, ACTH e corticosterona (SAAVEDRA
et al, 2004), sendo que estes atuam de maneira direta e indireta na gestacgéo.

O estresse gestacional tem sido associado a gestagdes mais curtas e diminui-
¢ao do peso fetal, sendo este relacionado com aumentos dos niveis de ACTH e cor-
tisol que pode amplificar a liberagdo de CRH placental e aumentar a atividade do
eixo HHA fetal. (MICHEL FERIN, 2006.). O estresse na forma de retencao (WIE-
BOLD et al, 1986) ou através do som (JOACHIM et al, 2003), induziu aborto em ca-
mundongos prenhes, por redugédo dos niveis de progesterona, assim como a redu-
¢ao da expressao de seus receptores na interface materno-fetal. (BLOIS et al, 2004).

Niveis adequados de progesterona conferem resisténcia ao estresse durante
a gestacgao, por exercer resposta anti-abortiva através da ligacdo ao seu receptor
nos linfécitos o qual induz a liberagdo de PIBF, que inibe a exocitose de perforina e
diminui a citotoxicidade dos linfécitos deciduais. (LASKARIN et al, 2002, JOACHIM
et al, 2003, ARCK et al, 2007).

A tolerancia imune materna no inicio da gestacado envolve adaptacoes seleti-
vas para prevenir a rejeicao das células trofoblasticas semi-alogénicas, a qual inclui
a presencga de células T regulatérias CD4*CD25", expressao do fator de crescimento
transformador-B1 (TGF-B1), bem como o balang¢o nos niveis de citocinas Th2 (/L10,
IL4, LIF) e Th1 (IL 12, IL6, TNFa, IFNy) (DOUGLAS, 2010a, DOUGLAS 2010b,
BLOIS et al, 2004).

Varios estudos tém demonstrado que o exercicio induz consideraveis mudan-
cas fisiolégicas no sistema imune, e interagdes entre o estresse do exercicio e o sis-
tema imune oferece a oportunidade de relacionar a fisiologia basica e a clinica, e
avaliar o papel do estresse subjacente aos mecanismos imunofisiologicos. ( BENTE
KLARLUND e LAURIE HOFFMAN-GOETZ, 2000).

Neste sentido, o exercicio representa um modelo confiavel de estresse fisico,
sendo que muitos fatores estressores clinicos, tais como, cirurgias, traumas e sepse,
induzem um padrdo de respostas hormonais e imunoldgicas semelhantes as do
exercicio. (HOFFMAN-GOETZ L e PEDERSEN, 1994).

Varios tipos, intensidades e duracdes de exercicios induzem o recrutamento
de células pNK, mas apds exercicios de longa duragéo, a concentragao de ceélulas
pNK e a atividade citolitica parecem diminuir. (PEDERSEN e ULLUM, 1994). A ativi-

dade das células pNK é aumentada quando mensurada imediatamente apds ou du-



rante o exercicio moderado e intenso. Sabe-se também que a intensidade mais que
a duragao do exercicio é responsavel pelo incremento no numero de células NK.
(BENTE KLARLUND PEDERSEN e ADAM STEENSBERG, 2002). As células NK
contém muitos receptores adrenérgicos, sendo mais responsivas ao exercicio e ou-
tros estressores que qualquer outra subpopulagéo de linfocitos. (BENTE KLARLUND
e LAURIE HOFFMAN-GOETZ, 2000). A adrenalina também pode ser responsavel
pelo recrutamento das células NK para o sangue durante o estresse por exercicio fi-
sico. Este fato € aceito porque os receptores (3-adrenérgicos sdo aumentados nas
células NK durante o exercicio fisico e 0 agonista do receptor (-2 induziu o recruta-
mento das células a partir dos vasos, linfonodos, bago e intestinos. (BENTE KLAR-
LUND e LAURIE HOFFMAN-GOETZ, 2000)..

Apesar de ndo encontrarmos até o momento nenhuma referéncia na literatura
no que diz respeito ao possivel efeito estressor do exercicio fisico sobre as células
uNK de humanos e camundongos durante a gestacao, sabe-se que condigbes ma-
ternas adversas podem levar a profundas alteragdes no desenvolvimento e progra-
macéo fetal, levando a perdas gestacionais, baixo peso ao nascimento, maior sus-
ceptibilidade a doencas na vida adulta, como depressao, obesidade e complicacbes
cardiovasculares (MATTHEWS et al, 2010, MEANEY, 2010).

Portanto, os estudos da fisiologia da reprodugao e programacao fetal, podem
ser ampliados e corroborados por meio da analise dos efeitos estressores do exerci-
cio fisico durante a gestacéo, iniciado com estabelecimento do modelo descrito nes-

ta dissertacao.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos do estresse induzido por dois modelos de exercicio fisico
extenuante de natacdo em camundongos prenhes, bem como, as possiveis

alteragdes no utero por meio de estudos citoquimicos, morfoldgicos estereoldgicos.

3. 2 Objetivos Especificos

Analisar os efeitos do estresse induzido por exercicio fisico extenuante na taxa de
implantagéo, viabilidade fetal e perda embrionaria de camundongos.

Analisar os efeitos do exercicio fisico extenuante nas células uNK e na sua
reatividade para lectina DBA.

Quantificar o total e os 4 subtipos caracteristicos da diferenciagdo das uNK em 3
dominios heterogéneos dos sitios de implantagdo durante a prenhez de

camundongos submetidos ao exercicio fisico extenuante.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 30 camundongos fémeas da linhagem Swiss do Biotério da
Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em um ciclo de 12/12
horas claro e escuro, com agua e ragéo a vontade. As fémeas foram acasaladas
com machos da mesma linhagem e quando constatada a presenga da rolha vaginal,
foi considerado como 1° dia de gestacado (ddg). Todos os procedimentos com o0s
animais foram aprovados pelo comité de ética em experimentagdo animal da Unifal-
MG.

4.2 Programa de Treinamento

Os 30 animais prenhes foram divididos em trés grupos e pesados no 1°, 4 °,
7 °e 10 ° dia de gestagao (ddg). Os treinamentos foram realizados no final do ciclo
escuro em sistema de natagdo modificado de Vieira et al 1988 com agua a uma
temperatura de 30°C. Uma caixa de polipropileno nas medidas de 30 X 25 X 16 cm,
foi dividida ao meio por uma parede de acrilico e mantida sob agitagdo com o auxilio
de jatos de ar para formagdo de bolhas a fim de manter os animais nadando

ininterruptamente (figura 1).

4.2.1 Grupo Controle

Os animais (N=10) foram acasalados e mantidos em condigdes normais

(sedentarios) até o 10° dia de gestagéao. (grupo1)

4.2.2- Grupo de Treinamento Durante a Gestagao

Os animais (N=10) foram acasalados e a partir do 1° ddg, foram submetidos a
uma condigdo de estresse induzida por exercicio fisico extenuante da seguinte
maneira:

Do 1° ao 6° ddg os animais realizaram diariamente 60 minutos de natacao

sendo utilizado em dias alternados um halter (adicionado a cauda) com 4% da



massa corporal do camundongo, durante os ultimos 20 minutos do exercicio. Do 6°
ao 10° ddg, a massa do halter foi aumentada para 10% da massa corporal do

camundongo, nos ultimos 20 minutos de exercicio. (grupo 2).

4.2.3- Grupo de Treinamento Antes e Durante a Gestagao

Os animais (N=10) foram submetidos a um programa de trés semanas de
treinamento como se segue:

Na primeira semana os animais realizaram o exercicio de natagdo durante
cinco dias por 15 minutos no aparato de natagao supracitado. Na segunda semana,
o treinamento foi incrementado de 10 minutos ao dia até alcangcar um total de 60
minutos por dia. Na terceira semana os animais nadaram 60 minutos por dia. Apos
este periodo de adaptacado ao treinamento, os animais foram acasalados e quando
constatada a presencga da rolha vaginal, foi considerado como 1° dia de gestagéo. A
partir do 1° ddg os animais foram submetidos as mesmas condi¢cbdes de estresse do
grupos Gl até o 10 ° dg, sendo:

Do 1° ao 6° ddg os animais realizaram diariamente 60 minutos de natacao
sendo utilizado em dias alternados um halter (adicionado a cauda) com 4% da
massa corporal do camundongo, durante os ultimos 20 minutos do exercicio. Do 6°
ao 10° ddg, a massa do halter foi aumentada para 10% da massa corporal do
camundongo, nos ultimos 20 minutos de exercicio. (grupo 3)

Ao 10° ddg, todos os animais dos trés grupos foram anestesiados com
solucdo contendo 0,07 mL para cada 10g-animal de Cloridrato de Ketamina e
Cloridrato de Tiasina e perfundidos com paraformaldeido 4% em tamp&o fosfato
0,fM pH = 7,4, lentamente objetivando a fixagdo do tecido. Foram retirados os
Uteros e ovarios para avaliagao das taxas de implantacao, viabilidade fetal e perda

embrionaria.



FIGURA 1: Aparato para realizagao dos exercicios
de natacao.

4.3 Analise das Taxas de Implantagao, Viabilidade e Perda Embrionaria

Para essa analise foi realizada a quantificacdo dos corpos luteos e dos sitios
de implantagao de todos os animais utilizados.

Para o célculo da taxa de implantagao (I) , o numero de corpos luteos (NL),
encontrados em microscopio estereoscoépico, foi comparado ao numero de sitios de
implantagdes totais (ST) encontrados nos cornos uterinos.

O ST foi igual a soma dos sitios de implantagbes viaveis (SV) com os sitios
em aparente reabsor¢ao (SR) e a taxa de implantagao foi calculada de acordo com a

seguinte férmula:

I=SV+ SRx100
NL

A porcentagem de embrides viaveis (V) foi calculada de acordo com a
seguinte férmula :
V= SV x100
NL
A porcentagem de perda embrionaria (P) foi também analisada e calculada de

acordo com a seguinte férmula:



P= SRx100
NL

4.4 Processamento para Embebicao em Parafina

Apos a perfusao, foram coletados os sitios de implantagdo embrionaria de
todos os animais. Estes espécimes foram desidratados em gradientes crescentes de
etanol e diafanizados em xilol para embebicdo em parafina. Foram obtidos cortes
histolégicos dos blocos de parafina com espessura de 7um e estes foram montados
em laminas revestidas com poli-L-lisina a 10%. Os cortes histoldégicos foram
submetidos a coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliagdo morfologica e

a histoquimica de lectina DBA.

4.5 Citoquimica com lectina DBA (Dolichos Biflorus Agglutinin)

Os cortes histolégicos contendo os sitios de implantagdo embrionaria dos
camundongos foram desparafinizados com xilol por 20 minutos duas vezes, seguido
da hidratacao por cinco minutos em gradiente decrescente de etanol absoluto, 95°C,
85°C, 80°C e 70°C e em agua destilada. Apds hidratagdo o cortes foram submetidos

a reacao de citoquimica para lectina DBA da seguinte maneira:

a. Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por 3
vezes;

b. Incubagdo com H,0O, (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;

c. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

d. Incubagdo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos;

e. Incubagdo com lectina DBA (Dolichos biflorus) biotinada (Sigma Chemical Co.
USA) diluida na propor¢ao de 1:300 em PBS/BSA 1% pH 6,8, overnight, a 4° C;

f. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;

g. Incubagcdo com o complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co. —
USA) em PBS 0.05M na propor¢ao de 1:300 por 1 hora;

h. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;



i. Incubacdo DAB (3-3 Diaminobenzidina) (Sigma) (250uL) + PBS 0,05M pH 7,4
(2250 pL) + H20, 30 vols. (20 pL)

j. Lavagem com agua destilada;

I. Contra-coloragdo com Hematoxilina durante 30 segundos;

m. Os cortes foram entdo desidratados em gradientes crescentes de etanol e
diafanizados em xilol, e montados em meio permanente para observacdo ao
microscoépio foténico (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera digital acoplada (Digital
Sigth-Fi1/Nikon/Japan) e  software de analise de imagens (NIS-
Elements/Nikon/Japan).

4.6 Estudo Estereologico em Microscopia Foténica

As analises estereologicas foram realizadas em cortes histologicos de sitios

de implantagcdo submetidos a reacao de citoquimica de lectina DBA.

4.6.1 Amostragem

A amostragem para analise estereoldgica foi constituida de 3 cortes obtidos
de 3 sitios de implantacédo distintos, procedentes de cada um dos 10 animais de

cada grupo.

4.6.2 Estudo Estereolégico

Neste estudo quantitativo, foi obtida a densidade dos perfis (QA) em uma area
teste (AT=30x10° pm?) para o total de células uNK e para cada um dos quatro
subtipos distintos de uNK localizados em 3 areas (Figura 2) do sitio de implantagao
embrionario onde se distribuem estas células a saber: Area 1: Proxima do miométrio
da regido mesométrio; Area 2: No endométrio entre o miométrio e o embrido
implantado e; Area 3: No endométrio préximo ao embrido (Paffaro et al, 2003). A
area teste foi delimitada por meio de um sistema teste quadratico que possuia duas

linhas de exclusao e assim, foram contadas apenas as células encontradas na area



teste que exibiram o nucleo nos cortes observados, exceto aquelas que tocaram as

duas linhas de exclusdo do sistema teste.

FIGURA 2: Diagrama representando um sitio de implantagdo de
camundongo no 10° ddg e areas 1 (R1), 2 (R2) e 3 (R3) utilizadas
para quantificacdo dos subtipos de células uNK. M, Regido
mesometrial; AM, regido antimesometrial; Mi, Miométrio; En,
Endométrio; TGC, células trofoblasticas gigantes; E, Embrido.

Fonte: Modificado de Paffaro Jr et al, 2003.

4.7 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido por delineamento inteiramente casualizado
(DIC). A analise das taxas de implantacao, viabilidade e reabsorgdo embrionaria foi
conduzida por ANAVA seguida de teste de Tukey para comparagdes multiplas. A
contagem celular por area, subtipo e grupos seguiu analise nao-paramétrica por
modelo linear generalizado (GLM, General Linear Model), sendo aceito como
significativo p-valor de 0,05. Os procedimentos foram conduzidos por auxilio do

pacote estatistico de dominio publico R (R, Development Core Team, 2009.)



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante as analises morfolégicas macroscépicas do utero de camundongos
realizadas em nossos estudos, foi notado que os animais controles (grupo 1)
apresentavam uteros com os dois cornos contendo em meédia 12 + 1,3 sitios de
implantacdo embrionaria. Nestes animais os sitios de implantagdo tinham aspecto
normal e sem sinais de hemorragia em seu interior (Figura 3a). Em contrapartida,
nos animais do grupo 2, submetidos a exercicio fisico extenuante apos o diagndstico
da prenhez, foi observado um menor numero de sitios de implantagdo (6 + 1,5)
comparando com o controle. Estes sitios de implantacdo eram aparentemente
maiores que os do grupo controle e tinham coloragdo escura que sugeria fortemente
a ocorréncia de hemorragia local (Figura 3b). No grupo 3, por sua vez, foi notado um
numero maior de sitios de implantagdo comparado com o grupo 2 (10 + 1,3), muitos
destes sitios eram maiores que os dos controles, outros eram menores e muitos
deles apresentavam coloragado escura, caracteristico da hemorragia (Figura 3c).

Durante o estudo da morfologia macroscépica dos uteros e ovarios dos 3 trés
grupos estudados foram adicionalmente avaliadas as taxas de implantacéo,
viabilidade e perda embrionaria por meio da observagao e contagem dos sitios de
implantagdo embrionaria e corpos luteos. Os resultados obtidos com estas analises
mostraram que a taxa de implantacdo embrionaria foi significantemente menor
(p<0,001) no grupo 2 (62,8% * 3,5) quando comparado com o controle (100% * 0,0)
e o grupo 3 (97,3% £ 1,1) (figura 4)

A menor taxa de implantacdo e o aspecto morfolégico dos sitios de
implantagdo dos animais do grupo submetido ao exercicio apenas durante a
gestacao (grupo 2) corrobora os achados de Morris et al (2006), que observaram
que as mulheres que se exercitavam 4 horas ou mais por semana, tinham duas
vezes mais probabilidades de ter falhas na implantagdo e perda da gravidez quando
comparado a mulheres que relataram néao se exercitaram. Embora ndo existam na
literatura relatos da queda na implantacdo embrionaria ocasionada por estresse
fisico, Hoffman et al (1984), observaram uma queda na taxa de implantacdo em

coelhos, com ocorréncia de 86% de morte embrionaria apos tratamento com



dexametasona em concentragdo comparavel com os altos indices de corticosterona

que sao observados em situacdes de estresse.

FIGURA 3: Imagens macroscépicas de uteros de camundongos no 10° dg.
(a) Sitios de implantacdo do grupo 1. Observar o aspecto normal destes
sitios (Setas), sem sinais de hemorragia ou comprometimento da viabilidade
dos embrides. (b) Sitios de implantagdo do grupo 2. Notar os sitios de
implantacdo em menor quantidade neste animal (setas), mostrando provavel
reabsor¢ao embrionaria e sinais de hemorragia. (c) Sitios de implantagdo do
grupo 3. Observar a maior quantidade de sitios de implantacao em relacéo
ao animal do grupo 2, porém com a presenga sitios com sinais de
hemorragia (setas) e com embrides em provavel reabsor¢ao (cabecas de
seta).
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FIGURA 4: Média + DP das taxas de implantacdo dos animais
submetidos aos treinamento e controle. * Diferenga significativa
p<0,05.

Observando-se as caracteristicas dos modelos de estresse e a natureza das
comparagdes, os camundongos submetidos ao exercicio antes e depois do
diagndstico da prenhez (grupo 3) apresentaram maiores taxas de implantagao que o
grupo submetido ao estresse apenas durante a gestagcdo. De fato, a taxa de
implantagdo no grupo 3 nao foi estaticamente diferente do grupo controle. Tal fato
poderia ser explicado pelas adaptacgdes fisiolégicas induzidas pelo exercicio, tais
como aumento do condicionamento muscular, condicionamento cardiovascular e
adaptacio ao estresse que seriam importantes para o sucesso da implantagao.

A existéncia desta adaptacédo péde também ser observada apds a pesagem a
partir do 1° dg dos animais dos 3 grupos analisados em nossos estudos (Figura 5).
O peso dos animais do grupo 2 diminuiu significantemente do 1° para 0 4° dg e
manteve-se menor em comparagado com os pesos dos animais do grupo 1 e 3 até o
10° dg (p<0,001).
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FIGURA 5: Relagdo do peso dos animais de acordo com o dia de

gestacao Média + SD dos grupos 1, 2 e 3.

Interessantemente o grupo 3, que realizou trés semanas de exercicios antes
de engravidar, apresentou no 1° dg valores de peso maiores (p<0,001) que o
controle (grupo 1). As trés semana de exercicios a que os animais do grupo 3 foram
submetidos anteriormente ao diagndstico da prenhes justificam este incremento no
peso, podendo este ser concomitante ao aumento de massa muscular e/ou aumento
da procura pelo alimento. No entanto, a prenhez nestes animais do grupo 3, causou
uma estabilizacdo no peso dos mesmos até o 10° dg e com a observagao adicional
de uma tendéncia a perder peso nestes animais.

A pratica de exercicio fisico extenuante, associada a perda de peso, leva a
supressao da secregao pulsatil de GnRH, ocasionando alteragdes no ciclo menstrual
(DOLORES , 2001) e atrofia do intersticio ovariano (SELYE, 1939). Além disso,

sabe-se que é necessaria uma quantidade minima de gordura para manter as



produgdes hormonais, € uma perda de peso de forma abrupta, ndo existindo o
fendbmeno de adaptacido, pode comprometer a manutencido dos niveis adequados
de estrogénio e progesterona (SELYE, 1939).

Assim, nossos resultados sugerem que o estresse induzido pelo exercicio
fisico extenuante alterou a capacidade de manutencao do peso dos animais, o que
pode ter diminuido a disponibilidade de glicose para o feto e prejudicado a sintese
de hormdnios necessarios para a gestagao normal.

Sabe-se que o fluxo sanguineo uteroplacentario € inversamente proporcional
a intensidade e duracao do exercicio (LOTGERING et al, 1983). Assim, foi sugerido
que a resisténcia vascular uterina poderia aumentar em até 65% durante o exercicio.
Este fato estd relacionado com o aumento da catecolamina noradrenalina na
circulagdo materna, alterando o fluxo sanguineo durante o exercicio agudo, levando
a vasoconstricdo uteroplacentario (PALMER et al, 1984). Estes dados poderiam
justificar a menor taxa de viabilidade embrionaria dos grupos submetidos aos
exercicios (figura 6). Em especial ao grupo 2, que foi submetido ao estresse fisico
somente durante a gestacdo, e apresentou a menor taxa de viabilidade (74,3%
1,6). O grupo 2, portanto, pode ter sofrido uma maior influéncia dos fatores
relacionados ao estresse, como aumento de cortisol e catecolaminas que podem ter
alterado a oferta de oxigénio e nutrientes, dificultando a capacidade de manutencao

dos embrides.
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FIIGURA 6: Percentual das taxas de viabilidade embrionaria. Média
1+ DP dos sitios viaveis. * Diferenga significativa p<0,05.

Quando avaliado o percentual de perda embrionaria em nossos estudos
(figura 7), foi observada o maior percentual de perda (41,6 % % 2,7) nos animais do
grupo 2 (p<0,001) em comparagao com o controle, o qual ndo apresentou perda,
embora os animais do grupo 3 também apresentassem perda embrionaria
significativa (23,6 + 1,6) comparado ao controle (p<0,05).

Portanto, ap6s a analise do grupo 3, foi notado que os camundongos
pertencentes a este grupo apresentaram melhores condicbes de manutengédo dos
embrides em relagdo aos animais do grupo 2 (p<0,001), o que novamente, sugere
que os animais do grupo 3 sofreram modificagdes dependentes do exercicio fisico
realizado anteriormente a gestagado que o adaptaram a resistir ao estresse quando

prenhes.
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FIGURA 7: Percentual de reabsorcao embrionaria. Média £ DP do
total de perda embrionaria. * Diferenga significativa p<0,05.

Contrastando com estes resultados e justificando a diferenca de intensidade
de exercicio e o papel do estresse como influenciador das fungdes fisiologicas, um
estudo realizado por William et al (1987), utilizando camundongos Swiss, mostrou
que o exercicio moderado realizado durante seis semanas antes do acasalamento
seguindo até o décimo nono dia de gestagéo, ndo alterou as taxas de implantagéo,
reabsorcao e peso fetal.

Durante a observagdo em microscopia fotbnica dos cortes histolégicos dos
sitios de implantacdo de animais dos grupos 2 e 3, a perda embrionaria e a
ocorréncia de hemorragia foram confirmadas em todos os sitios de aparéncia
hemorragica quando comparados com os sitios de implantagdo de animais controle
(Figura 8a, 8b e 8c). Estes resultados sugerem a ocorréncia de alteracdes induzidas
pelo estresse do exercicio fisico extenuante que provocaram desequilibrio na
interface materno-fetal dificultando a manutencao dos embrides.

Em todos os sitios de implantagdo embrionaria dos animais do grupo G2 nos
quais nao foi constatada reabsorcdo embrionaria macroscopicamente e

microscopicamente, para nossa surpresa, foi observada a placenta muito



desenvolvida, contendo suas 3 camadas, o labirintotrofoblasto, espongiotrofoblasto e
a camada de células trofoblasticas gigantes (Figura 9a, 9b, e 9c). O aspecto destes
sitios com placenta ja diferenciada lembrava o dos sitios de implantacdo de
camundongos normais no 13° ddg (dados n&o mostrados). Este aspecto de
gestacdo adiantada nao foi observado nos animais do Grupo G1 (figura 8a), G3 ou
nos sitios de implantagdo com reabsor¢ao embrionaria dos animais do grupo G2.

Apos citoquimica de lectina DBA nos cortes histologicos de sitios de
implantagdo de todos os animais analisados, foi possivel identificar as células uNK
com seus granulos e superficie reativos para esta lectina. Além disso, ndo foram
observadas diferengas no padrao de reatividade para lectina DBA nas células uNK
dos animais dos 3 grupos. Este fato permitiu a identificacdo e quantificacao segura,
mesmo nos sitios de implantagdo dos animais dos grupos G2 e G3, dos quatro
subtipos que caracterizam estagios da diferenciagdo das uNK de camundongos
prenhes (Figuras 10a, 10b e 10c e 10d), a exemplo do encontrado em utero de todas
as linhagens de camundongos normais (PAFFARO JR et al, 2003).

Por meio do estudo estereoldgico, realizando a quantificacdo dos subtipos de
células uNK reativos para lectina DBA, foi inicialmente possivel notar que houve
diferenga no numero total de células uNK nos sitios de implantagdo dos grupos
estudados. O grupo 2, que foi submetido ao exercicio extenuante apenas durante a
gestacédo, apresentou a maior populagdo de células uNK (30/AT) (p<0,001) quando
comparado com os grupos 1 (17/AT) e 3 (19/AT), sendo que estes ultimos n&o
apresentaram diferengas significativas no numero total de uNK (Figura 11). Estes
dados sugerem que o estresse induzido por exercicio fisico extenuante durante a
gestacao foi capaz de estimular o recrutamento e/ou proliferagdo das células uNK no
grupo 2. As uNK nestes animais podem estar aumentadas em numero em resposta
a diminuicdo do fluxo sanguineo uteroplacental durante o exercicio de alta

intensidade, que compromete a oxigenagao do embrido (PALMER, 1984).



FIGURA 8: Fotomicrografias de cortes histolégicos de sitios de implantagao no 10° dg.
a. Exemplo de sitio de implantagcédo do grupo controle (grupo 1). Notar as células uNK
coradas em castanho. b e c) exemplos respectivamente de sitios de implantagéo do
grupo 2 e 3. Observar as células uNK de coloragdo castanha, o aparente maior
numero destas células e o local de reabsor¢cdo embrionaria (RE) nos dois cortes
histolégicos. M. Miométrio; En. Endométrio; RM. Regido Mesometrial; RAM. Regidao
Antimesometrial; EL. Epitélio Luminal uterino. Lectina DBA-peroxidase/hematoxilina.

Fonte: Do autor




FIGURA 9: Fotomicrografias de cortes histolégicos de sitios de implantagédo de
camundongos do grupo 2 no 10° dg. a) Corte histolégico submetido a
citoquimica de lectina DBA mostrando as células uNK coradas em castanho. b)
Corte histolégico do mesmo sitio de implantagao mostrado em a, submetido a
coloragao de hematoxilina e eosina. c) Detalhe do mesmo corte histologico
mostrado em b. Observar a placenta apresentando as camadas de células
trofoblasticas gigantes (setas), espongiotrofoblasto (ET) e labitintotrofoblasto
(LT), indicando um adiantamento na diferenciacdo da placenta neste animal. V.
Vasos sanguineos. EV. Endoderma visceral.

Fonte: Do autor
. T

FIGURA 10: Fotomicrografias cortes histolégicos de sitios de implantagdo no 10° dg dos
grupos. a, b) Sitios de implantacdo de animais do grupo 1. Em a, notar as células uNK
dos subtipos 1 (seta) e subtipo 2 (cabega de seta). Em b, notar as uNK dos subtipos 3
(seta) e subtipo 4 (cabegas de seta) c, d) Sitios de implantagao de animais do grupo 2 e 3



respectivamente. Notar os granulos e superficie das células uNK reativos para lectina DBA
semelhante ao controle (cabegcas de setas). V. vasos sanguineos. Lectina DBA-
peroxidase/hematoxilina.

Portanto, sendo as células uNK conhecidas por sua habilidade na manutengao
da decidua e viabilidade embrionaria, realizada por meio da sintese e secrecédo de
INF-y que causa a dilatagdo das artérias espiraladas da placenta (ASHKAR e
CROY, 1999 e 2001), é razoavel a hipotese de que estas pudessem ser estimuladas
a aumentarem em numero nos sitios de implantagcdo de animais submetidos ao
estresse fisico como mecanismo compensatorio a diminuigcdo de aporte sanguineo
decorrente do exercicio fisico extenuante em animais ndo adaptados ao estresse
(grupo G2). Interessantemente, o exercicio fisico antes do periodo gestacional
(grupo G3) restabeleceu o numero total de células uNK encontrado no controle (G1),
0 que demonstra, mais uma vez, a importancia do exercicio anterior a gestacao

como forma de adaptacao ao estresse.
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FIGURA 11: Representacdo de Box-Whiskers de células uNK em sitios
de implantagdo de camundongos dos grupos 1, 2 e 3.



Durante a avaliacdo da influéncia do exercicio extenuante sobre o numero total
de cada um dos subtipos de células uNK reativos a lectina DBA por grupo de animal
(Figura 12) ndo foram notadas diferengas significativas no numero de células uNK
do subtipo | conhecidas como imaturas (PAFFAO JR et al, 2003). No entanto, foi
observado que houve uma diminuigdo significativa (p<0,05) no numero de uNK do
subtipo Il nos animais do grupo 2 (6/AT) e 3 (9/AT) em comparagdo com o grupo 1
(14/AT). Em contrapartida, as células uNK do subtipo Il aumentaram
significantemente (p<0,001) em numero nos grupos 2 (20/AT) e 3 (14/AT) em
comparagao ao grupo 1 (9/AT). Os animais do grupo 3, no entanto, continham em
seus sitios de implantagdo um menor numero de células uNK do subtipo Il quando
comparados ao grupo G2 (p<0,001). Quanto as células uNK do subtipo IV, estas
foram observadas em maior numero nos animais do grupo 2 (9/AT) em relagéo ao
grupo 1 (0/AT) e 3 (3/AT) (p<0,001).

Estes resultados demonstram que o exercicio fisico causou aumento de células
uNK plenamente diferenciadas e correspondentes ao subtipo Ill de acordo com
Paffaro Jr et al (2003) nos grupos 2 e 3. As células uNK aumentam muito em
numero durante a gestagao, chegando ao seu numero maximo por volta do 10° dg
(PAFFARO JR et al, 2003 e CORREIA-DA-SILVA et al, 2004), periodo concomitante
ao pico de INF-y do utero de camundongos prenhes (ASHKAR e CROY, 1999 e
2001).

Interessantemente, o aumento de células uNK do subtipo Il é proporcional a
diminuigdo das células uNK do subtipo Il nestes animais em relagdo ao controle,
logo podemos concluir que as células uNK do subtipo Il foram levadas a se
diferenciarem rapidamente em células do subtipo Ill em animais submetidos ao
estresse fisico. A nao reposicao de células do subtipo Il nos animais do grupo 2 e 3
e concomitante nao alteracdo do numero de uNK do subtipo | nestes animais
quando comparados ao controle sugerem fortemente que as células uNK de animais
submetidos ao exercicio fisico proliferam e diferenciam localmente no ambiente
uterino sem uma contribuicdo significativa do influxo de células precursoras
periféricas.

Quando analisado o grupo 3, observamos que 0s animais pertencentes a este

grupo, apresentam aumento em células uNK do subtipo Il em relagdo ao controle, e



estas células estavam em menor numero quando comparado com o grupo 2. Além
disso, nestes animais nao foi notada alteracido no numero de células uNK do subtipo
IV ao contrario do grupo 2 que possuia muitas destas células. As células uNK do
subtipo IV foram descritas como aquelas em provavel processo de morte celular
(PAFFARO JR, et al 2003). Tais resultados demonstram que o exercicio anterior a
prenhez realizado pelo grupo 3, previne a morte precoce das uNK ocorrida no grupo
2, e caracteriza mais uma evidéncia de adaptagcdo ao estresse nos animais

submetidos ao exercicio fisico anteriormente a prenhez.
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FIGURA 12: Numero total dos quatro subtipos de células uNK nos diferentes
grupos. A contagem total de células esta representada por Box-Whikers.

Sabe-se que os fatores estressores primeiramente ativam o eixo Hipotalamo-
Hipdéfise-adrenal (HHA) provocando a liberagcdo de ACTH que ativa o cértex da
adrenal a liberar os glicocorticoides (MICHEL FERIN, 2006), principalmente o
cortisol em humanos e a corticosterona em roedores. Além disso, o estresse ativa o



sistema nervoso simpatico provocando uma elevada secre¢cao de catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina) (DOUGLAS et al, 2010a). A resposta a estes sistemas
induzem o organismo as alteragdes metabdlicas e fisiologicas que sao necessarias
para buscar a homeostasia (CHROUSOS, 1998, MILLER e CALLAGHAN, 2002).
Neste sentido, podemos sugerir que o incremento no numero de células uNK nos
sitios de implantacdo de animais do grupo 2 possa ter se constituido de uma
resposta para restaurar o equilibrio apds estresse induzido por exercicio fisico
extenuante.

Interessantemente, o aumento no nimero de uNK em resposta ao estresse nao
foi observado no grupo 3 em nossos estudos. Sabe-se que a corticosterona promove
um efeito de feedback negativo para reduzir a secrecao de CRH e ACTH,
participando no controle da homeostasia corporal na tentativa de bloquear a
resposta ao estresse. (KELLER-WOOD e DALLMAN, 1984, KOVACS et al, 2000,
ALAN G. WATTS, 2005). Assim, parece razoavel supormos que os camundongos
submetidos ao exercicio extenuante anteriormente a prenhez, podem ter se
adaptado aos hormdnios do estresse, respondendo a ele de uma maneira menos
intensa durante a gestagdo. Estes resultados vao de encontro aos observados por
Sarah et al (2008) que sugeriram que o exercicio poderia reduzir o impacto negativo
do estresse por meio da habituagdo do eixo HHA, com menor liberagdo de
glicocorticéides em roedores.

Sabe-se que os diferentes subtipos de células uNK reativos a lectina DBA se
distribuem heterogeneamente no utero de camundongos durante a gestagao normal.
Assim sendo, os subtipos menos diferenciados sdo encontrados em areas distantes
do embrido e os mais diferenciados e senescentes proximos ao embrido implantado
no 10° ddg (PAFFARO JR et al, 2003). A existéncia deste gradiente de diferenciacéo
nos levou a analise da distribuicdo dos quatro subtipos de células uNK em 3
diferentes microdominios(3 areas) do utero de camundongos prenhes neste estudo.

Assim sendo, na area 1, regido mais distante do embrido e proxima ao miométrio
da regido mesometrial, foi encontrado um maior numero de células uNK menos
diferenciadas e correspondentes aos subtipos | (5/AT) e Il (17/AT) em
camundongos do grupo 1 (controle) em relagdo ao numero de células do subtipo 3
(3/AT) contidas nestes animais (Figuras 13a e 13b). O subtipo IV (forma senescente)

nao foi observado em animais do grupo 1. Tais achados em camundongos normais



séo semelhantes aos encontrados por Paffaro Jr et al (2003). Na mesma area foi
observado uma diminuicdo no numero de células uNK do subtipo Il (13/AT) (p<0,05),
concomitante a um aumento das do subtipo Il (20/AT) em camundongos do grupo 2
(p<0,001) (figura 13a e 13c). Aléem disso, as células do subtipo IV de uNK foram
encontradas apenas nos animais do grupo 2. Nesta mesma area, apenas o subtipo
lll de células uNK estava aumentado quando comparados ao grupo 1 (figura 13a e
13d). Estes resultados revelam que as células uNK contidas na area 1, mesmo
distantes do embrido, tiveram sua diferenciacdo mais acelerada em camundongos
submetidos a exercicio fisico apds o diagndstico da gestagéo (grupo 2), propiciando
até mesmo a constatacdo de células uNK com aspecto senescente (subtipo 1V)
nestes animais. Sendo que células uNK do subtipo IV ndo sdo usualmente
identificadas em areas distantes do embrido até o 10° dg, a ocorréncia destas
células nos animais do grupo 2 sugere que o exercicio fisico suscitou modificagdes
intensas no microambiente uterino que levaram a diferenciagao das uNK mesmo em
regides distantes do embrido. No entanto, o exercicio fisico anterior a prenhez
realizado pelos camundongos do grupo 3 parece prevenir a aceleragdo da

diferenciagao e senescéncia das uNK nesta area.



FIGURA 13: Estudo quantitativo da incidéncia dos 4 subtipos de uNK na area 1 dos sitios de
implantagdo embrionaria de camundongos no 10° dg. a) Numero dos subtipos de células
UNK dos grupos 1, 2 e 3. As barras representam os valores meédios sobrepostos por Box
Whiskers. b) Foto micrografia de animal do grupo 1, mostrando as células uNK do subtipo |
e Il predominando no endométrio desta area. ¢) Fotomicrografia de animal do grupo 2. Notar
as células uNK do subtipo Il e IV na area 1 destes animais (setas). d) Fotomicrografia de
animal do grupo 3. Notar o aspecto histolégico semelhante ao do controle, contendo grande
numero de células uNK imaturas (setas). V. vasos sanguineos. Lectina DBA-
peroxidase/hematoxilina.

Na area 2, regido endometrial entre 0 miométrio e o embrido conhecida como
area de intensa atividade proliferativa de uNK, segundo Paffaro Jr et al (2003) foi
observado um maior numero de células uNK do subtipo Il (14/AT) e lll (7/AT) em
relagdo ao subtipo | (2/AT) nos camundongos do grupo 1 (Figuras 14a e 14b).
Nestes animais, as uNK do subtipo IV foram ausentes nesta area, (Figura 14b). Tais
achados também concordam com os dados obtidos por Paffaro Jr et al (2003) em

camundongos normais. Em camundongos do grupo 2, foi observado um aumento



em numero (p<0,001) de células uNK do subtipo Ill (20/AT) e IV (8/AT) (Figuras
14a e 14c), concomitante a diminuigdo no numero (p<0,001) de células do subtipo II
(5/AT) quando comparado com animais do grupo |.

Quanto aos animais do grupo 3, na area 2 (Figuras 14a e 14d), foi observado
um numero maior de células uNK (p<0,05) do subtipo Il (13/AT) quando comparado
com o grupo 2 (5/AT), mas sem diferencas significativas em relagdo ao grupo 1
(14/AT). Nos mesmos animais e area, os subtipos lll e IV eram mais numerosos (16
e 4/AT) (p<0,001) quando comparado ao grupo 1, porém eram menores em numero
quando comparados ao grupo 2 na mesma area. Quanto as células uNK do subtipo
1 da area 2, essas existiam em pequeno numero e sem diferencas estatisticas em
todos os animais estudados. No entanto, o numero de células uNK do subtipo 1 era
menor (p<0,05) na area 2 que na area 1 em todos os grupos de animais.

Estes resultados demonstram que o exercicio fisico extenuante em animais
do grupo 2 induziu aumento na quantidade de células uNK do subtipo Il e IV com
diminuigdo de uNK do subtipo Il na area 2, de maneira semelhante ao observado na
area 1 dos mesmos animais. No entanto, o aumento de células do subtipo 3 e o
concomitante aparecimento das uNK do subtipo IV na area 2 dos animais do grupo 3
sugere que a area 2 seja uma regidao mais suscetivel que a area 1 as alteragdes na
diferenciagdo de uNK provocada por estresse fisico, o que talvez seja justificado
pela sua maior proximidade ao embrido implantado e ao endométrio decidualizado.
No entanto, novamente, as células uNK de animais do grupo 3 parecem ter sofrido
uma menor influéncia do exercicio fisico o que pode ser inferido por meio da
constatagdo de uma menor quantidade de subtipos diferenciados e senescentes na

area 2 em comparagao com animais do grupo 2.



FIGURA 14: Estudo quantitativo da incidéncia dos 4 subtipos de uNK na area 2 dos sitios de
implantacdo embrionaria de camundongos no 10° dg. a) Numero dos subtipos de células
UNK nos grupos 1, 2 e 3. As barras representam os valores médios sobreposto por Box
Whiskers b) Fotomicrografia de animal do grupo 1, mostrando as células uNK do subtipo Il e
Il predominando no endométrio desta area. c) Fotomicrografia de animal do grupo 2. Notar
as grandes células uNK do subtipo Ill e IV na area 2 destes animais (setas). d)
Fotomicrografia de animal do grupo 3. Notar células uNK do subtipo Il, Ill e IV (setas) na
area 2 deste animal. V. vasos sanguineos. Lectina DBA-peroxidase/hematoxilina.

Na area 3 de animais do grupo 1, concordando com os dados obtidos por
Paffaro Jr et al (2003), nao foram observadas células uNK do subtipo I, as do subtipo
Il eram raras, do subtipo Il abundantes (28/AT) e as do subtipo IV foram
encontradas pela primeira vez neste grupo (5/AT) (Figura 15a e 15b). No grupo 2 e
3, no entanto, foi observado um aumento significativo (p<0,01) no numero de uNK
do subtipo IV (16 e 9/AT), respectivamente, concomitante a diminuicdo na
quantidade de uNK do subtipo 3 na mesma area nestes animais (Figura 15a, 15c,

15d). Além disso, a quantidade de células uNK dos subtipos Il e IV nos animais do



grupo 3 era menor que a encontrada nos animais do grupo 2 nesta area (p<0,05) e
nao houveram diferengas significativas na ocorréncia de células uNK do subtipo 1
entre os 3 grupos estudados. Os resultados observados na area 3 sugerem a
diferenciagao de células uNK do subtipo Ill para aquelas correspondentes ao subtipo
IV nesta area nos animais dos grupos 2 e 3. Ou seja, nas 3 areas analisadas neste
estudo foi observado um efeito menor do exercicio fisico no incremento da
diferenciagdo das células uNK de animais do grupo 3, o que reforca muito a
hipétese de adaptagdo ao estresse em animais submetidos ao programa de
treinamento fisico previamente a gestacao.

O fato do numero de células uNK do subtipo 1, apontado como forma
precursora das uNK, manter-se inalterado em todas as areas analisadas e em todos
0s grupos, se constitui de um forte indicio de que ndo existe um grande influxo
adicional de células uNK precursoras para o utero provocado pelo estresse. Este
resultado, aliado ao fato de que em animais do grupo 3, em areas distantes do
embrido e da decidua (area 1), o numero dos subtipos |, Il e IV de uNK nao foi
diferente do controle, sugere que o aumento de células uNK apds estresse fisico
seja provocado por alteragbes em fatores de acdo paracrina e que podem ser
secretados pelo trofoblasto e/ou decidua. Estes fatores seriam, portanto, incapazes
de suscitar um grande influxo adicional de uNK para o utero e teriam maior
dificuldade em atingir células alvo distantes das células sinalizadoras em fungédo da

acao local e limitada que é caracteristica da secregao paracrina.



FIGURA 15: Estudo quantitativo da incidéncia dos 4 subtipos de uNK na area 3 dos sitios de
implantagcdo embrionaria de camundongos no 10° dg. a) Numero dos subtipos de células
UNK nos grupos 1, 2 e 3. As barras representam os valores médios sobreposto por Box
Whiskers. b) Fotomicrografia de animal do grupo 1, mostrando as células uNK do subtipo |l
e IV predominando no endométrio desta area. c) Fotomicrografia de animal do grupo 2.
Notar varias células uNK do subtipo Il e IV predominando na area 3 destes animais (setas).
d) Fotomicrografia de animal do grupo 3. Notar predominio de células uNK do subtipo lll, e
\% (setas) na area 3 deste animal. V. vasos sanguineos. Lectina DBA-
peroxidase/hematoxilina.

Neste estudo, apesar de serem inicialmente esperadas, nado foram
observadas alteracbes no padrdo de reatividade das células uNK para a lectina
DBA. Tais alteragdes foram descritas por Roman (2001), que utilizou um modelo de
lesdo embrionaria e constatou alteragdes marcantes nesta reatividade sugerindo a
possivel perda do conteudo dos granulos citoplasmaticos destas células.
Adicionalmente, Shaun et al (2005), descreveram um aumento vigoroso da atividade



citotoxica e invasiva das células uNK em camundongos IL-10"- exposto ao estresse
imunoldgico propiciado pelo LPS, levando a morte fetal de maneira dose-
dependente ou restricdo do crescimento embrionario intra-uterino.

A néao evidéncia morfolégica de citotoxicidade das células uNK uterinas em
nossos estudos, sugere que o efeito estressor promovido pelo exercicio fisico
extenuante ndo desencadeou este fendbmeno nas células uNK.

Por outro lado, muitos autores mostraram que os glicocorticdides exercem
efeitos nas células endometriais (HOFFMAN et al, 1984 e SALAMONSEN, 1996),
mas seu papel no endométrio ndo é bem compreendido. Bamberger et al (2001),
reportaram expressao de receptores de glicocorticdides no utero durante o ciclo
menstrual e na decidua, sendo exclusivamente expresso no estroma, incluindo
células endoteliais e linfoides, mas nao investigaram se este era expresso por uNK.
HENDERSON et al (2003), encontraram altos niveis de mRNA em amostras
purificadas de uNK. As fungdes imunes especificas dos glicocorticéides no
endométrio sugerem efeitos na implantagao, (HOFFMAN et al, 1984), na proliferagcao
celular (BIGSBY, 1993), apoptose (JO et al, 1993) e remodelamento endometrial
(SALAMONSEN, 1996). Assim como as células uNK, os glicocorticoides parecem
apresentar importante papel na decidualizagdo. (HENDERSON et al, 2003).

Analisando nossos resultados em camundongos, em conjunto com estudos
encontrados na literatura da neuroendocrinologia do estresse durante a gestagéo,
podemos propor uma hipétese para o mecanismo de acado do exercicio fisico como
agente estressor e causador de diminuigdo nas taxas de implantacéo, viabilidade
embrionaria e aumento da perda fetal observadas em nosso modelo.

Sabe-se que as células trofoblasticas de roedores secretam horménios como
lactogénio placentario que sado ligantes de receptores de prolactina e mantém a
secrecao de progesterona pelo corpo luteo, desempenhando assim, fungéo
semelhante a da gonadotrofina coriénica (HCG) de humanos (GRATTAN et al.,
2008). A decidua de roedores e humanos expressa também ambos, prolactina e
receptores de prolactina que sao muito importantes para a decidualizagdo
(JABBOUR e CRITCHLEY, 2001; LYNCH et al, 2009; KIMURA et al, 2001, BEM-
JONATHAN et al, 2008, BAO et al, 2007). A prolactina foi apontada como fator
capaz de promover o balangco na secregcao de citocinas pro-inflamatorias e anti-

inflamatdrias das respostas Th1 e Th2 respectivamente, (DOUGLAS, 2010). Estas



sdo essenciais para manutencdo da toleradncia imunoldgica, caracteristica do
microambiente uterino durante a gestagdo (DOUGLAS, 2010; DRUCKMANN E
DRUCKMANN, 2005).

Portanto, é razoavel supormos que o exercicio fisico extenuante em animais
que se mantiveram sedentarios até o momento do diagndstico da prenhez provocou,
como outros fatores estressores, estimulo no eixo Hipotalamo-Hipdfise-adrenal
(HHA) levando a liberacdo de ACTH que ativou o cortex da adrenal a liberar
corticosterona nestes animais, estimulando, paralelamente o sistema nervoso
simpatico com consequente aumento na secre¢do de catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) (DOUGLAS, 2010a, DOUGLAS 2010b, MICHEL FERIN, 2006; ARCK
et al, 2007; PARKER e DOUGLAS, 2010). Tais fenbmenos poderiam ter levado a
diminuigdo da secrecdo de prolactina pelas células deciduais e/ou trofoblasticas,
levando a reducdo dos niveis de progesterona, e estimulando o aumentando da
secrecao paracrina de citocinas pré-inflamatérias (IL-12, -1, IL-6, TNK-a e INF-y)
(DOUGLAS, 2010a, DOUGLAS 2010b, BLOIS et al, 2004), causando uma
perturbagdo no balango das respostas Th1 e Th2 (DOUGLAS, 2010a), prejudicando
assim a implantagao e promovendo a morte embrionaria.

Embora tenha sido demonstrado que a  progesterona confere certa
resisténcia ao estresse durante a gestacao, ligando-se a seu receptor nos linfocitos
deciduais, induzindo a liberacdo de PIBF e inibindo a exocitose destas células
(LASKARIN et al, 2002, JOACHIM et al, 2003, ARCK et al, 2007), o estresse fisico
parece nao provocar a resposta citotoxica de células uNK em nossos estudos.
Neste sentido, a aceleracdo da diferenciacdo de células uNK, notada nestes
animais, poderia se constituir de uma resposta a secrecao de citocinas inflamatarias,
levando estas células a secretarem intensamente INF-y que € conhecido por sua
funcdo na dilatagdo das artérias espiradas da placenta promovendo a manutengao
da decidua e nutricdo do embrido ( ASHKAR e CROY, 1999; ASHKAR e CROY,
2001), como uma tentativa de recuperagdo da homeostase uterina. Assim, este fato
poderia justificar a constatagao de alguns sitios de implantagdo de aparéncia normal
contendo placenta muito diferenciada nestes animais (figuras 9 e 16).

No entanto, foi notada nos animais do grupo 3, desde a restauracao das taxas

normais de implantagdo, aumento da viabilidade embrionaria, menor perda fetal,



restauracao do numero normal de células uNK e um menor efeito na aceleragao da
diferenciagao destas células.

Ou seja, em todas as nossas analises procedidas em animais que foram
submetidos ao exercicio fisico antes e depois do diagnéstico da prenhez (grupo 3),
foram obtidos dados que sugerem ter havido uma adaptagdo do eixo HHA, o que
caracteriza a denominada fase de resisténcia ao estresse, que ocorre quando o
estimulo estressor nédo ¢é interrompido (KELLER-WOOD e DALLMAN, 1984;
LUNDBERG, 2000; McEWEN, 2000).
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FIGURA 16: Hipotese para o mecanismo de perda gestacional em funcao de estresse do
exercicio fisico extenuante em camundongos até a metade da gestagdo. A exposi¢do ao
estresse pode induzir mudangas no cérebro e corpo que podem prejudicar o equilibrio na
interface materno-fetal. Os glicocorticéides e catecolaminas sdo conhecidamente
secretados em resposta ao estresse. Estes hormdnios podem romper o equilibrio da
resposta Th1/Th2 fundamental para o sucesso da gestagdo. O aumento no nimero e na
diferenciacdo das uNK poderia ser considerado como um indicador de estresse e se
constituir de uma resposta para restabelecimento da homeostase gestacional. Modificado
de Douglas, 2010.



Neste sentido podemos supor que niveis autos e ininterruptos de
corticosterona possivelmente produzidos pelos animais do grupo 3 promoveram
feedback negativo reduzindo a secre¢cdo de CRH e ACTH, adaptando estes animais
ao estresse. E, esta adaptacdo pode ter levado a um incremento na secregcao de
prolactina pelas células deciduais e ou trofoblasticas, para restabelecimento dos
niveis de progesterona, com um impacto menor sobre a secre¢ao paracrina de
citocinas pro-inflamatérias para menor perturbacdo no balanco das respostas Th1 e
Th2, restabelecendo as taxas de implantacdo e o numero total de células uNK
nestes animais

Contudo, o efeito protetor do exercicio extenuante anteriormente a prenhez
parece nao ser suficiente para restabelecer completamente a homeostase
gestacional, sendo que, nos animais do grupo 3, foi também observada perda
embrionaria, diminuicdo da viabilidade fetal, aceleragdo na diferenciacdo de células
uNK, mesmo que em niveis menores que 0s encontrados em animais do grupo 2.

Enfim, este estudo demonstrou a capacidade das células uNK em
aumentarem em numero e se diferenciarem rapidamente no utero quando os
camundongos sdo submetidos ao estresse do exercicio fisico extenuante. Nossos
resultados indicam que o aumento em numero de células uNK, principalmente das
formas mais diferenciadas destas células, possa ser considerado como um sensor
da ocorréncia de estresse nestes animais. A aceleragao na diferenciagcao das uNK
no utero pode ter levado estas células a secretarem fatores nao citotéxicos,
direcionados ao restabelecimento da homeostasia gestacional.

Esse modelo de estresse fisico durante a gestacdo de camundongos,
estabelecido durante nossos trabalhos de mestrado, propiciou resultados que
indicam que o mesmo podera ser utilizado em estudos futuros, para contribuir com o
conhecimento das alteragbes neuroimunoendocrinas induzidas pelo estresse

durante a gestacdo de camundongos e seres humanos.



6 CONCLUSAO

Nossos resultados apds analise morfologica, citoquimica e estereoldgica do
utero prenhe de camundongos submetidos a duas condigbes de exercicio fisico
extenuante estabelecidas neste estudo nos permitiram concluir que:

O exercicio extenuante realizado pelos animais apenas apés o diagndstico da
prenhez causou a diminuicdo do peso materno, diminuigdo no numero de
implantagbes embrionarias; hemorragia e morte embrionaria, e aumento do numero
total de células uNK, representado principalmente pelo aumento de subtipos
celulares mais diferenciados e senescentes.

O exercicio extenuante realizado anteriormente e apds o diagnostico da
prenhez causou aumento do peso materno, hemorragia, morte embrionaria,
aumento nos subtipos diferenciados e senescentes. No entanto, os efeitos do
estresse nestes animais foram menores, quando comparados com animais que nao
foram submetidos a um periodo de adaptacéo.

Os resultados inéditos deste estudo prospectivo revelaram que o modelo de
exercicio fisico extenuante em camundongos prenhes aqui estabelecido se constitui
em uma ferramenta eficiente para a avaliagdo do comportamento das células uNK
frente a condicédo de estresse. Este modelo podera ser utilizado em estudos futuros
para avaliacdo de moléculas relacionadas ao estresse, a angiogénese, manutencao
da decidua e do embrido a fim de auxiliar no esclarecimento de fendmenos

envolvidos no equilibrio existente na interface materno-fetal durante a gestacao.
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