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TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Nathalia Azevedo Portilho

Apesar de alguns estudos terem identificado um potencial hematopoético da placenta humana e de
camundongos, pouco se sabe sobre a real contribuicBo deste tecido na ontogenia do sistema
sanguineo e da vasculogénese. Nesse sentido, o grande impacto potencial dessa constatacdo
contrasta com a escassez de artigos que falam sobre a hematopoese na placenta. Propusemo-nos
entdo a realizar um estudo detalhado das células hematopoéticas da placenta de camundongos
durante a metade da gestacdo identificando a sua topografia e nicho. O objetivo foi identificar
provaveis arranjos hematopoéticos e vasculares bem como a identidade dos precursores e das
células que compdem o microambiente indutor. Para isso, foram realizadas analises morfolégicas da
placenta de camundongos na metade da gestagdo através de técnicas de histologia convencional,
imunofluorescéncia de tecidos e de whole mount. Foram analisados camundongos de diferentes
linhagens incluindo Swiss Webster, C57BL/6 e camundongos knockout para o gene Pgf (Pgf’).
Foram realizadas também analises da expressdo génica de células apds sua captura por
microdisseccao a laser e experimentos de enxerto subcapsular renal. Nestes, o cone ectoplacentario
(EPC) de camundongos que expressavam GFP foi implantado abaixo da capsula renal de
camundongos receptores imunodeficientes. Foram identificados dois nichos principais na regido de
labirinto das placentas com 10,5 e 11,5 dias gestacionais, nos quais as células sanguineas parecem
se diferenciar por mecanismos distintos que ocorrem no mesmo periodo do desenvolvimento. Além
de formar células tronco e progenitores hematopoéticos de forma distinta, a porcdo distal da placenta
parece também induzir a proliferaco destas células e ainda uma segunda onda de eritrécitos
nucleados que atende ao rapido crescimento fetal dessa etapa da gestacdo. Algumas células
trofoblasticas gigantes, células espongiotrofoblasticas e deciduais podem fornecer um nicho favoravel
a eritropoese. Foi observado uma forte associacdo entre as células hematopoéticas e endoteliais
sugerindo uma origem comum a essas duas linhagens celulares. A imunofluorescéncia mostrou a
transicao epitélio-mesenquimal de algumas células espongiotrofoblasticas. O potencial intrinseco de
transicao epitélio-mesenquimal destas células bem como seu potencial de diferenciagdo em células
hematopoéticas Runx1+ foi confirmado em experimentos de enxerto com o EPC, o tecido progenitor
das células espongiotrofoblasticas. A andlise dos camundongos Pgf’ reforcaram a teoria de que as
linhagens hematopoéticas e endoteliais podem ser formadas de novo a partir de endotélio
hemogénico. A andlise da expressdo génica de células hematopoéticas microdissecadas nao sé
ajudou na caracterizacdo destas células na placenta como também confirmaram que algumas células
espongiotrofoblasticas poderiam formar células sanguineas por um mecanismo de diferenciacéo
epitélio-mesenquimal-hematopoético.
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THE ROLE OF PLACENTA IN THE ONTOGENY OF HEMATOPOIETIC SYSTEM: ORIGIN,
SPACIAL DISTRIBUTION AND PHENOTYPICAL AND GENE EXPRESSION PROFILE OF
HEMATOPOIETIC CELLS

ABSTRACT

PHD THESIS IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Nathalia Azevedo Portilho

Although previous studies identified a hematopoietic potential of mid-gestational human and mouse
placentas, their contribution to hematopoietic ontogeny and vasculogenesis is not clear. In this sense,
we decided to characterize hematopoietic cells in mouse placenta over midgestation, identifying their
topography and niche. The objective was to seek the existence of hemangioblastic foci and
independent vasculogenesis in mouse placenta at midpregnancy. In addition, to establish the origin of
hematopoietic cells through graft and the differentiation potential of these placental cell lineages. We
performed morphological in situ analysis of mouse placenta through histology, immunohistochemistry
(IHC) and whole mount fluorescence techniques in wild type (C57BL/6 and Swiss Webster) and PGF
knockout mice. We also performed qRT-PCR after Laser Capture Microdissection (LCM) and renal
subcapsular grafts, in which ectoplacental cone (EPC) from a GFP-mouse was implanted underneath
kidney capsule of an immunedeficient receptor mouse. Two transient, simultaneous major niches for
hematopoietic cell development were identified in the labyrinth of mouse placenta at 10.5 and 11.5
gestational days. In addition to producing hematopoietic stem/progenitor cells by two mechanisms,
different niches at distal part of labyrinthine placenta seem to induce proliferation and produce an
independent wave of nucleated erythrocytes that may support the rapid mid-pregnancy fetal growth.
Some trophoblast giant cells, spongiothrophoblast and decidual cells may offer an erythropoiesis-
promoting niche. A close relationship was apparent between placental hematopoietic and endothelial
cells, suggesting the existence of a bipotent precursor for these two lineages. IHC suggested a
mesenchyme transition of some spongiothrophoblast cells. The grafts experiments confirmed the
intrinsic ability of EPC (spongiotrophoblast progenitor) to form mesenchyme channels and differentiate
into Runx1* hematopoietic cells. Analysis in both wild type and PGF knockout mice suggested that
both endothelial and hematopoietic lineages might arise de novo from components of
spongiothrophoblast layer, through a hemogenic endothelium cell. Gene expression profile of
hematopoietic cells after LCM confirm our hypothesis that some spongiothrophoblast cells were able
to produce CD41* hematopoietic cells through epithelial-mesenchyme-hematopoietic transition. Gene
profile also elucidated some features of hematopoietic cells phenotype.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hematopoese

A hematopoese € o processo de formacao de todas as células maduras do
sangue. Em mamiferos, as células sanguineas compreendem eritrOcitos,
responsaveis principalmente pelo transporte de oxigénio, megacariocitos e
plaquetas, importantes para hemostasia, e células da linhagem mieloide e linfoide
que sdo fundamentais para a resposta imunoldgica dos individuos, como
monaocitos/macrofagos, granulécitos, mastocitos, linfocitos T e B, bem como células
dendriticas e natural killer (NK) (Beerman et al, 2017; Heinig et al, 2015; Seita &
Weissman, 2010). Apesar de extremamente importantes para garantir o bom
funcionamento do organismo, grande parte destas células possui um tempo de vida
limitado, precisando ser constantemente renovada para manter a homeostase do
sistema sanguineo. Sendo assim, a producdo das células do sangue deve ocorrer
durante toda a vida do individuo, o que é feito a partir de células tronco
hematopoéticas (CTH). As CTH consistem em uma populagdo rara de células
multipotentes que residem principalmente na medula 6ssea durante a vida adulta da
maioria dos vertebrados (Cumano & Godin, 2007; Heinig et al, 2015; Orkin & Zon,
2008). Elas sédo fundadoras de um sistema hierarquico no qual além da
autorrenovacao, se diferenciam em diversos progenitores intermediarios que a
medida que proliferam, restringem gradativamente o potencial de diferenciacédo até

assumir a forma madura (Ciau-Uitza et al, 2014).

A medula 6ssea € o principal sitio de hematopoese da maioria dos mamiferos
adultos, incluindo humanos e roedores. Ela possui uma estrutura complexa formada
por uma rede de vasos sanguineos e diversas células mesenquimais e
hematopoéticas. Os vasos sanguineos da medula 6ssea podem ser do tipo
arteriolas ou sinusoides, cada um contendo células endoteliais com diferentes
propriedades. Entre as células mesenquimais encontram-se ceélulas tronco e
progenitores, bem como células diferenciadas como adipdcitos e células das
linhagens osteoblastica e condrocitica (Beerman et al, 2017). As células
mesenquimais e vasos sanguineos da medula Ossea se organizam em

microambientes especializados que abrigam as CTH e favorecem a hematopoese,
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sendo chamados de nichos hematopoéticos. Os nichos hematopoéticos tém
importancia fundamental pois devem permitir ndo sé a diferenciacdo das CTH em
células maduras do sangue como também devem manter a capacidade destas
células de autorrenovacao e multipotencialidade. Assim, garantem um estoque de
células capazes de restituir a hematopoese durante toda a vida do individuo
(Beerman et al, 2017; Pel et al, 2016; Zhao & Li, 2016). Essas propriedades das
CTH sédo mantidas nos nichos da medula 6ssea, seja por contato célula-célula ou
pela interacdo com a matriz extracelular, fatores de crescimento e quimiocinas
produzidas pelas células endoteliais ou mesenquimais, ou ainda sob influéncia de

outras células hematopoéticas, como megacariocitos e macrofagos (Pel et al, 2016).

Como acontece nas células tronco de diferentes tecidos do organismo adulto,
acredita-se que na medula éssea existam pelo menos dois tipos principais de nichos
que influenciam as CTH de forma diferente. Um deles seria responsavel por manter
um reservatério de CTH em estado quiescente, para o qual fatores produzidos por
células especializadas agiriam de forma a reprimir a divisdo celular e diferenciacédo
das CTH. Esse estado de quiescéncia poderia ser revertido em situacbes de
estresse ou lesBes graves do organismo. Em contrapartida, um segundo nicho
favoreceria a autorrenovacdo das CTH ao invés de quiescéncia. Nesse caso, as
células-tronco resultantes das divisdes de autorrenovagcdo poderiam eventualmente
adquirir uma posicdo mais periférica do nicho e receber sinais externos que
estimulassem uma divisdo celular assimétrica e/ou o inicio da diferenciacdo para
determinada linhagem celular especifica. Esse mecanismo seria importante para
manter a homeostase do sistema sanguineo ao promover a renovacao das células
do sangue mantendo o pool de CTH (Gilbert, 2003; Wilson & Trumpp, 2006).

1.1.1 Nichos hematopoéticos da medula 6ssea

A existéncia de nichos na medula éssea que preservem as caracteristicas das
CTH foi proposta inicialmente por Schofield em 1978. Neste trabalho, o autor sugeriu
que células da medula 0ssea permitem a expansdo das CTH sem induzir a sua
diferenciacdo (Schofield, 1978). Com o uso de ferramentas mais modernas e
diferentes modelos animais, o nicho hematopoético da medula éssea vem sendo

caracterizado aos poucos. Tradicionalmente acredita-se que neste 6rgdo os dois
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nichos hematopoéticos principais seriam o nicho endosteal e o nicho vascular (Fig.
1.1).

Stem cell niche in adult
bone marrow

OSTEOBLAST NICHE
st

Fibroblast Figura 1.1. Nichos das Células Tronco
B Hematopoéticas na medula Ossea
» \ adulta. No nicho osteoblastico
(Osteoblast niche) as HSC ficam
: prOximas aos osteoblastos e sao
D gand reguladas pelo BMP. As HSC do nicho
vascular (Vascular niche) ficam proximas
aos vasos sanguineos. A quimiocina
CXCL12 é produzida por diversas células
da medula 6ssea e regula a migragdo das
HSC da circulagdo sanguinea para esse
local (homing). Os dois nichos ficam
3 proximos e podem se interconectar.
Outras células estromais da medula
Ossea podem influenciar a hematopoese
ao produzir diferentes enzimas, como,
por exemplo SCF (Kit ligant), que
estimula as HSC e precursores
hematopoéticos. Extraido de Orkin e Zon
(2008).

O nicho endosteal fica localizado na superficie interna do revestimento 0sseo.
O endodsteo é formado principalmente por osteoblastos (células mesenquimais que
formam 0ss0), osteoclastos (células multinucleadas derivadas de macréfagos e com
atividade fagocitaria) e fibroblastos (Tamma & Ribatti, 2017b; Wilson & Trumpp,
2006). Um tipo especifico de osteoblasto, mais imaturo e fusiforme, foi demonstrado
ser essencial para manter as CTH aderidas ao enddsteo em estado quiescente
através de interacdes homotipicas de N-caderina (Arai et al, 2012; Calvi et al, 2003;
Zhang et al, 2003). Sendo assim, 0s osteoblastos seriam 0s principais componentes
do nicho endosteal, o qual por sua vez, abrigaria um reservatério de CTH em estado
quiescente, somente sendo ativadas em casos de uma quebra de equilibrio do
sistema sanguineo. Outras moléculas de superficie dos osteoblastos e das CTH
também estdo envolvidas na regulacdo das CTH no nicho endosteal. Entre elas, a
ligacdo de angiopoietina-1 (Ang-1), expressa nos osteoblastos, com o receptor de
angiopoietina Tie2 (Zhang et al), expresso nas CTH desta regido, mantém a
quiescéncia das CTH, além de proteger e aumentar a sobrevida destas células (Arai

et al, 2004; Tamma & Ribatti, 2017b). O CXCL12 (do inglés C-X-C Motif Chemokine
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Ligand12) é uma molécula com propriedades quimioatrativas que € amplamente
expressa na medula 0ssea e esta envolvida em diversas propriedades das células
hematopoéticas. No nicho endosteal, este fator é expresso nos osteoblastos
imaturos e auxilia a manutencéo das CTH neste local (Nakamura et al, 2010; Tamma
& Ribatti, 2017b). Algumas das moléculas de sinalizacdo produzidas pelas células

do nicho endosteal estdo representadas na Fig. 1.2.

CXCL12 ( “
PIH @
NOTCH/DI4 Sl
N EC
__.———"?IZCXCR.‘ N-cadherin
G-CSF \ '

HSC

N-cadherin'CD45"

Figura 1.2. A estrutura complexa do nicho endosteal contendo algumas das moléculas de
sinalizacdo que regulam as células tronco hematopoéticas nesse local. Osteoblastos (OBs),
células endoteliais (EC), Células tronco hematopoéticas (HSC), Granulocyte colony-stimulating fator
(G-CSF), osteopontina (OPN), Horménio paratireoide (PTH), Ligante tipo delta (DIl4), CXCR4,
CXCL12, Tie2, Ang-1, Notch. Triangulo azul: gradiente de oxigénio. Extraido de Tamma e Ribatti
(2017b).

As CTH também foram identificadas fazendo contato com as células
endoteliais dos vasos sanguineos, sugerindo um segundo nicho hematopoético de
posicdo mais central na medula 6ssea, conhecido como nicho vascular (Kiel et al,
2005). Uma vez que CTH mitoticamente ativas foram encontradas junto com CTH
quiescentes no nicho vascular, foi sugerido que esse nicho seja favoravel a
autorrenovacao das CTH sendo, portanto, importante para o aumento do pool destas
células. Acredita-se que a autorrenovacdo das CTH no nicho vascular
eventualmente realize divisGes celulares assimétricas que produzem progenitores
multipotentes, os MPP (do inglés Multipotent Progenitor), além de células tronco. Os

MPP perdem a sua capacidade de autorrenovacdo a longo prazo embora ainda
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mantenham o seu potencial de diferenciacdo multilinhagem. No nicho vascular,
esses progenitores se expandem e diferenciam em células da linhagem
megacariocitica e mieloide (Seita & Weissman, 2010; Wilson & Trumpp, 2006). Os
MPP também podem dar origem a precursores linfoides comuns, os CLP (do inglés
Common Lymphoid Progenitor), que na medula Ossea irdo se diferenciar em
progenitores de linfécitos B quando préoximos a células estromais que expressem
CXCL12 (Wilson & Trumpp, 2006). Alternativamente, os CLP podem cair na corrente
sanguinea e migrar para o timo onde se diferenciam em progenitores de linfécitos T
(Seita & Weissman, 2010). Evidéncias recentes sugerem ainda que, além dos
progenitores comuns, as CTH podem dar origem diretamente a progenitores restritos
a determinada linhagem (Ng & Alexander, 2017). Em conjunto, enquanto o nicho
endosteal favorece a quiescéncia das CTH, o nicho vascular € um local importante
para a proliferacdo e manutencdo das células tronco, podendo ou nao iniciar a sua
diferenciacao (Tamma & Ribatti, 2017b).

A hematopoese vascular ocorre nos espagos extravasculares entre 0s vasos
sinusoides da medula 6ssea. Nestes vasos, tanto as células endoteliais quanto as
células do estroma adjacente produzem altas quantidades de CXCL12, enquanto as
CTH expressam o receptor CXCR4 (do inglés C-X-C chemokine receptor type 4). A
ligacdo de CXCL12 com CXCR4 é importante para diversas propriedades das
células hematopoéticas, como sobrevivéncia, mobilizacdo para a corrente sanguinea
e homing das CTH para a medula 0ssea (Sugiyama et al, 2006; Tamma & Ribatti,
2017b). Outros fatores sdo produzidos em ambos 0s nichos, mas sdo encontrados
em diferentes concentracbes em cada um deles, de forma que influenciam o
comportamento das CTH e a hematopoese de forma diferente. Por exemplo,
membros da superfamilia do TGF-B (do inglés Transforming Growth Factor f)
regulam a expressao de varios receptores que controlam a biologia das CTH. As
BMPs (do inglés Bone Morphogenetic Protein) sdo membros da superfamilia TGF-3
e influenciam as CTH de diversas formas (Scandura et al, 2004; Tamma & Ribatti,
2017a). Altas concentracdes de BMP4 influenciam a sobrevivéncia celular, enquanto
baixas concentracdes deste fator estimulam a proliferacdo e diferenciacdo (Tamma
& Ribatti, 2017b). Outro fator extremamente importante para a proliferacdo e
diferenciacdo das CTH produzido pela medula éssea € o SCF (do inglés Stem Cell
Factor). Algumas das moléculas de sinalizacdo que séo produzidas pelas células do

nicho vascular estao representadas na Fig. 1.3.
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Figura 1.3. Células e moléculas de sinalizagdo dos espacos extravasculares compdem o nicho
vascular. Diferentes células e moléculas de sinalizacdo influenciam as propriedades das células
tronco hematopoéticas (HSC). Os vasos sdo envolvidos por células adventicias conhecidas como
células reticulares abundantes em CXCL12 (CAR). A proximidade das CTH com o endotélio dos
sinusoides é importante para sua maturacdo e hematopoese. Proximo ao nicho arteriolar encontram-
se CTH quiescentes associadas a uma CAR diferente conhecida como células peri-arteriolares
(Nestina*). Estas células expressam sulfato de condroitina proteoglicana-4 (CSPG4), possuem
guimiorresisténcia apés lesdes genotoxicas e também ativam a proliferacdo das CTH. Osteoblastos
(OBs), células endoteliais (EC), receptores de FGF (FGFRs), TGFB, BMP, acido hialurénico (HA),
ligante de glocoproteina (PSGL-1), VLA-4 (very late antigen-4), CSPG4, FGF4, selectinas P e E (P/E
selectin), VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1), FIt3, receptor de interleucina 6 (lI6R).
Tridngulo azul: gradiente de FGF-4. Raio: estimulagdo genotdxica. Extraido de Tamma e Ribatti
(2017b).

Ainda néo se sabe se as CTH do nicho vascular sozinhas séo suficientes para
manter o grande turnover de células do sangue. Entretanto, acredita-se que ocorra
um intercambio de células entre os nichos endosteal e vascular e, nesse sentido,
poderia ocorrer a migragao de CTH do nicho endosteal para o nicho vascular que
contribuem para a producao de células que mantém a homeostase do organismo. O
FGF (do inglés Fibroblast Growth Factor) € um forte candidato a mediador dessa
comunicacao de células entre os dois nichos da medula 6ssea. Foi encontrado um
gradiente de expressdo de FGF, no qual ele € menos expresso no nicho endosteal

enquanto ele é altamente expresso no nicho vascular, o que poderia influenciar o
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recrutamento de CTH e/ou progenitores para o nicho vascular (Fig. 1.3) (Wright et al,
2001). O gradiente de oxigénio também foi relacionado a uma maior concentracao
de CTH em estado de quiescéncia préxima ao nicho endosteal (onde os niveis de
oxigénio sdo menores) em relacdo as células mitoticamente ativas distribuidas na
por¢cdo mais central da medula 0ssea (regido com maiores niveis de oxigénio) (Fig.
1.2) (Nilsson et al, 2001).

Apesar de a existéncia dos nichos endosteal e vascular na medula 6ssea ser
bem reconhecida, novos trabalhos e metodologias vém mostrando que 0 nicho
hematopoético da medula 6ssea pode ser muito mais complexo. Novos tipos
celulares e até mesmo 0 sistema nervoso simpatico parecem estar envolvidos na
manutencdo do nicho das células tronco junto com os osteoblastos e células
endoteliais (Méndez-Ferrer et al, 2010; Pel et al, 2016). Ainda, diferencas na
composicado dos vasos sanguineos da medula 6ssea, tanto no que diz respeito as
células endoteliais quanto as células que envolvem o0s vasos, parecem estar
relacionadas a diferentes sinais indutores para a hematopoese (Fig. 1.3) (ltkin et al,
2016). Aléem de manter a hematopoese, diferentes composicdes de células e fatores
de crescimento do estroma da medula éssea contribuem para a diferenciacado de
determinadas linhagens celulares. Ainda n&o se sabe como ocorre a distribuicao
desses nichos pela medula Ossea, mas parece estar relacionada com a
concentracdo e proximidade das células tronco e progenitores hematopoéticos
(CTPH) com fatores produzidos pelas células estromais e matriz extracelular.
Citocinas como SCF, ligantes de Notch, BMP, FGF e fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGF) mantém as propriedades de autorrenovacdo e
multipotencialidade das CTH, enquanto a diferenciacdo e comprometimento com
determinada linhagem é influenciado por citocinas como fatores estimuladores de
colénias (CSF, do inglés Colony Stimulating Factor) granulociticas (G-CSF), de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), de macréfagos (M-CSF), interleucina-7 (IL7) e
eritropoetina (Benz et al). Em conjunto, a medula 6ssea contém diversos
micronichos essenciais para a manutencdo das propriedades das CTH e também
para a diferenciacdo final de precursores de determinadas linhagens dentro das
especificidades dos nichos endosteal e vascular (Kim, 2010; Zhang & Lodish, 2008).
E importante ressaltar que os nichos hematopoéticos da medula 6ssea de humanos

e de murinos sédo bastante semelhantes (Pel et al, 2016).

27



Apesar de a medula 6ssea ser o principal local de hematopoese durante a
vida adulta, hematopoese extramedular pode ser observada durante algumas
alteracdes hematoldgicas benignas e malignas (Yamamoto et al, 2016). O figado e o
baco sdo os principais 6rgdos de hematopoese extramedular, embora esse processo
tenha sido relatado também em outros locais como: pulmdes, rins, cavidade
peritoneal e linfonodos, entre outros (Kim, 2010). Tanto o figado quanto o baco
possuem atividade hematopoética durante a vida embrionaria, podendo retomar
essa atividade em resposta a determinadas patologias (Golub & Cumano, 2013). A
hematopoese ectopica no figado é observada no interior dos sinusoides hepaticos
enquanto no baco ocorre principalmente na polpa vermelha (Yamamoto et al, 2016).
Apesar de ndo substituirem a medula 6ssea quanto a complexidade de células
produzidas, esses sitios sdo importantes para suplementar essa producao celular
frente a perturbacdes da homeostasia sanguinea. O caso mais comum é a
eritropoese ectopica em resposta ao aumento da producdo de eritropoetina em
situacdes de hipoxia prolongada devido a reducdo do numero de hemacias
circulantes (Kim, 2010). Se o numero de granulécitos e plaquetas também estiver
abaixo do normal, eles também podem ser produzidos em outros locais que ndo a
medula 6ssea. Em resposta a infeccbes e inflamacéo, por exemplo, células
fagociticas e apresentadoras de antigenos sdo produzidas pelo figado e/ou baco.
Entretanto, a hematopoese extramedular pode ser decorrente de condi¢des
malignas, nas quais o nicho da medula 0ssea ndo é capaz de sustentar a
hematopoese forcando a saida das CTPH (Kim, 2010; Yamamoto et al, 2016). Entre
outros fatores, acredita-se que o CXCL12 seja produzido pelo endotélio do figado e
baco nos casos de quebra da homeostasia sanguinea e contribui para a migracéao
dos progenitores hematopoéticos da medula éssea (Kim, 2010). Apesar de o baco
ser comumente descrito como um importante 6érgdo para hematopoese
extramedular, acredita-se que ele realize eritropoese também em condi¢des

fisioldgicas normais, ainda que em baixos niveis (Kim, 2010).

1.1.2 Identificac&o das células tronco hematopoéticas

Experimentos de transplantacdo realizados na década de 1960 revelaram a
presenca de células tronco hematopoéticas multipotentes e de longa duracao, as LT-

HSC (do inglés Long-Term Hematopoietic Stem Cells), na medula Ossea de
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camundongos (Till & McCulloch, 1961). Estes experimentos consistiram na infusdo
intravenosa de células da medula 6ssea de camundongos adultos sadios em
camundongos isogénicos previamente irradiados. Os autores observaram a
formacao de nodulos esplénicos nos animais receptores proporcionais ao numero de
células infundidas, os quais eram compostos por células sanguineas imaturas e
células diferenciadas de distintas linhagens. Trabalhos subsequentes do mesmo
grupo confirmaram a existéncia de uma célula hematopoética multipotente na
medula Ossea capaz de formar colénias clonogénicas no baco de animais
receptores, as quais foram denominadas de Unidade Formadora de Colonia no Bago
(CFU-S, do inglés Colony Forming Unit Spleen) (Abramson et al, 1977; Becker et al,
1963; Till & McCulloch, 1961; Wu et al, 1967). Até hoje prevalece a teoria de que a
medula 6ssea dos individuos adultos contém uma populacdo de LT-HSC com
capacidade de autorrenovacdo e multipotencialidade, na qual uma Unica célula &
capaz de se diferenciar em MPP de curta duracdo, que também sdo conhecidos
como ST-HSC (do inglés Short-Term Hematopoietic Stem Cells). Esses dao origem
a progenitores mais restritos a determinada linhagem que finalmente dao origem a

todo sistema sanguineo (Cavazzana-Calvo et al, 2011).

Em humanos, estima-se que apenas uma a cada 10.000 células da medula
0ssea sejam LT-HSC (Novershtern et al, 2011). A identificacdo e caracterizacdo das
CTH sao dificultadas pela auséncia de marcadores especificos para isolar essa
populacdo de células raras na medula 0ssea. Sendo assim, ainda que diferentes
marcadores venham sendo identificados, o método mais confiavel para detectar as
CTH continua sendo ensaios funcionais que demonstrem as propriedades de
regeneracdo do sistema hematopoético destas células ao invés de métodos de
deteccdo mais diretos. As células LT-HSC séo aquelas capazes de recuperar o
sistema hematopoético em pelo menos dois animais diferentes em transplantes
seriados (Babovic & Eaves, 2014; Ng & Alexander, 2017). Além dos ensaios
funcionais in vivo semelhantes aqueles realizados na década de 1960, ensaios
funcionais in vitro também sdo empregados para detectar as CTH. Estes ensaios
identificam e quantificam a capacidade de uma unica célula em formar colénias de
células de diferentes linhagens e com grande potencial proliferativo. A composi¢ao
das colbnias formadas identifica o potencial multipotente ou restrito das unidades
formadoras de colonia, CFU (do inglés Colony Forming Units), como sdo chamadas

estas células. Por sua vez, a autorrenovacao a longo prazo € identificada entre as
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CFUs com alto indice proliferativo apos 60 dias em cultura (HPP-CFU, do inglés
High Proliferative Potential) (Cumano & Godin, 2007; Gunsilius et al, 2001).

Na auséncia de um marcador especifico para as CTH, sao utilizados diversos
marcadores de superficie combinados para identificar e isolar as CTH e progenitores
multipotentes. Apesar de as células obtidas dessa forma serem enriquecidas em
CTH e MPP, elas continuam sendo funcionalmente heterogéneas e ensaios
funcionais sdo necessarios para definir as CTH (Challen et al, 2009; Oguro et al,
2013). Os marcadores mais comuns para purificar CTH de camundongos séo c-Kit e
Scal, que sdo combinados com a selecdo negativa de marcadores de linhagens
celulares (lin). Cerca de 10% das células c-Kit*Scal*Lin" (KSL) sdo CTH potenciais
e, nesse sentido, outros marcadores sao adicionados a selecdo KSL para enriquecer
a populacdo de CTH (Challen et al, 2009; Ng & Alexander, 2017). Nesse sentido, a
descoberta dos marcadores da familia SLAM (CD150, CD48, CD229, e CD244) vem
sendo bastante util para ajudar a purificar as CTH (Kiel et al, 2005; Oguro et al,
2013). O problema, entretanto, € que a combinacdo de marcadores utilizados pode
variar entre os laboratérios. Alguns destes marcadores estdo representados na

figura 1.4.
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Figura 1.4. Alguns marcadores imunofenotipicos das células hematopoéticas imaturas de
camundongos. A esquerda alguns marcadores encontrados nas células tronco hematopoéticas
(CTH) do modelo convencional da hierarquia de diferenciacdo hematopoética. A direita alguns
marcadores de populacdes de CTH recentemente descritas com expressdo seletiva em algumas
linhagens. Extraido de Ng e Alexander (2017).
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Apesar de a teoria monofilética de diferenciacdo hierarquica das CTH ser a
mais antiga e aceita, estudos recentes sugerem que as LT-HSC séo heterogéneas e
possuem diferentes cinéticas de reconstituicdo hematopoética em animais
irradiados. De acordo com esse novo modelo, a teoria monofilética das CTH n&o
reflete toda a complexidade do comprometimento das diferentes linhagens e sugere
ainda que a especificacdo de determinadas linhagens pode ocorrer também
diretamente a partir das LT-HSC, sem passar por uma longa hierarquia de
diferenciagéo (Fig. 1.4) (Morita et al, 2010; Sanjuan-Pla et al, 2013; Woolthuis &
Park, 2016). Entretanto, ainda ndo se sabe como a variedade das CTH se
estabelece, se as diferencas sao definidas no compartimento hematopoético antes
mesmo da formacdo das CTH, ou se a heterogeneidade das CTH vai sendo
adquirida ao longo do desenvolvimento do sistema hematopoético e persiste

posteriormente na medula éssea (Morita et al, 2010).

E importante destacar que, embora o processo de hematopoese seja bastante
conservado entre as espécies, as moléculas de superficie das CTH podem variar
entre organismos de diferentes espécies e inclusive interespécie. Por exemplo, o
Scal, que € um marcador classico em murinos, ndo € expresso em algumas
linhagens de camundongos. E alguns marcadores bem definidos para as CTH em
humanos ndo sdo expressos ou encontram-se em baixas quantidades em
camundongos, como por exemplo o CD34 (Challen et al, 2009; Goodell et al, 1997,
Mikkola, 2009).

1.2 Ontogenia do sistema hematopoético

A medula 6ssea comeca a funcionar como 6rgdo hematopoético apenas por
volta da 112 semana de gestacdo em fetos humanos, enquanto em camundongos
essa atividade € observada somente proximo ao nascimento. Entretanto, o embrido
em desenvolvimento necessita de células hematopoéticas para sobreviver e se
desenvolver antes disso, e, nesse sentido, outros érgaos realizam hematopoese
durante o periodo embrionario e fetal (Kim, 2010; Yamamoto et al, 2016). O
desenvolvimento do sistema sanguineo é um processo dinamico e complexo, no
qual a hierarquia hematopoética convencional observada durante a vida adulta

aparece em sequéncia reversa e populacdes transitérias de progenitores e células
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diferenciadas surgem antes da producdo e estabelecimento das CTH. Células
hematopoéticas sdo formadas em pelo menos trés momentos distintos e em
diferentes locais anatébmicos. Além disso, as células formadas migram para
diferentes sitios embrionarios ao longo da gestacdo para completar o seu
desenvolvimento, o que ocorre de forma sequencial de acordo com as mudancas
anatdbmicas do embrido em organogénese. Cada local contribui de forma particular
para a formacdo e/ou diferenciacdo das células hematopoéticas uma vez que o0s
sinais do microambiente indutor sdo diferentes (Frame et al, 2013; Medvinsky et al,
2011; Mikkola & Orkin, 2006; Tavian et al, 2010). Apesar das diferencas peculiares
de cada espécie, os sitios de hematopoese embrionaria sdo conservados entre 0s
orgaos equivalentes de zebrafish, anfibios, aves, roedores e humanos (Ciau-Uitza et
al, 2014).

E importante destacar ainda que, diferente das CTH adultas, as CTPH
embrionarias sdo altamente proliferativas. Este fato somado com a natureza
migratéria destas células e a rapidez com que os fendbmenos hematopoéticos
ocorrem, torna a caracterizacdo destas células e do seu nicho muito dificeis
(Mikkola, 2009). Além disso, a maioria dos antigenos de superficie expressos pelas
CTH sao regulados ao longo do desenvolvimento e ndo sao especificos de células
formadas em um local anatbmico especifico. Sendo assim, ainda ndo existem
ferramentas metodoldgicas robustas para separar ou marcar geneticamente células
da progénie de cada sitio especifico, uma vez que os precursores hematopoéticos
se sobrepde temporal e espacialmente (Lee et al, 2016). Nesse sentido, apesar de
muitos avancos na identificacdo dos sitios embrionarios com o surgimento de novas
tecnologias e a descoberta de novos marcadores, a contribuicdo de cada um deles
para a hematopoese fetal e adulta ainda tem muito para ser explorada (Kunisaki et
al, 2013).

Em mamiferos, o mesoderma extraembrionario do saco vitelinico produz a
primeira populagdo transitéria de eritroblastos que atende as necessidades
imediatas do embrido em desenvolvimento (Lee et al, 2010). O saco vitelinico é uma
membrana extraembrionaria formada por uma camada externa de células do
endoderma visceral e uma camada interna de células do mesoderma
extraembrionario que envolve o embrido (McGrath & Palis, 2005; Palis & Yoder,
2001). Por volta de 18,5 dias na gestacdo humana, e aos 7,5 dias gestacionais (dg)
em camundongos, sdo observados agregados homogéneos de células
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mesodérmicas chamados de ilhotas sanguineas. Nessas, as ceélulas periféricas irdo
se diferenciar em células endoteliais e as células internas em eritroblastos. Ilhotas
sanguineas adjacentes se unem formando a primeira rede vascular do saco
vitelinico enquanto os eritrocitos em seu interior amadurecem de forma
aparentemente sincrénica e séo liberados no interior do vaso recém-formado aos 9,0
dg (Fig. 1.5) (Cumano & Godin, 2007; Golub & Cumano, 2013; Yumine et al, 2017).
Essa sequéncia de eventos e similaridades morfoldgicas, bem como as
coincidéncias do programa genético entre as células endoteliais e 0s eritrocitos
nucleados sugerem que as duas linhagens tenham um precursor mesodérmico
comum conhecido como hemangioblasto (Ciau-Uitza et al, 2014). Por exemplo,
células clonogénicas VEGFR2* isoladas de células tronco embrionérias, bem como
células mesodérmicas Brachyury* e VEGFR2" isoladas da linha primitiva do embrido
deram origem a ambas as linhagens in vitro (Ciau-Uitza et al, 2014; Huber et al,
2004). Por outro lado, experimentos de rastreamento de linhagens in vivo mostraram
a presenca de progenitores distintos assim como raros hemangioblastos (Ueno &
Weissman, 2006).

dg constituido de uma monocamada de endoderma (En) e células mesodérmicas formando ilhotas
sanguineas (Bl). As células das ilhotas sanguineas sdo conhecidas como hemangioblasto e sao
grandes e morfologicamente similares entre si. (B) Aos 11,5 dg, eritrécitos nucleados circulam nos
vasos do saco vitelinico. Extraido de Portilho et al (2016).

Os eritrocitos produzidos nas ilhotas sanguineas sdo chamados de
“primitivos”, pois sao células grandes e nucleadas e, portanto, diferentes das células
da linhagem eritroide adulta de mamiferos, mas que se assemelham as células
eritroides de vertebrados adultos mais inferiores como peixes, aves e anfibios
(Cumano & Godin, 2007; Gekas et al, 2010; Lee et al, 2010; Tavian et al, 2010).
Estas células sdo cerca de 80% maiores do que os eritrocitos definitivos e, além
disso, expressam hemoglobinas embrionarias e se diferenciam rapidamente na
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progénie adulta (Fraser, 2013; Fraser et al, 2007). Os eritroblastos perdem a
capacidade de formar coldnias eritroides in vitro, alteram o metabolismo e deixam de
expressar algumas moléculas de adeséao (Fraser, 2013). Os eritrécitos primitivos sao
abundantes na circulacdo até 13,5 dg quando as células eritroides definitivas
formadas no figado fetal sdo frequentes. Os eritrOcitos primitivos possuem
capacidade proliferativa quando ingressam na circulacdo sanguinea, diminuindo o
ritmo de divisdes a partir de 11,5 dg. Ao longo desse periodo, as células passam por
mudancas morfologicas que se assemelham a maturacao eritroblastica convencional
das células adultas: entre 9,5 e 12,5 dg o nucleo dos eritrocitos se condensa
progressivamente e acumula hemoglobina deixando o citoplasma menos basofilico;
as células perdem o nucléolo evidente aos 10,5 e, por fim, ocorre a enucleacdo no
figado fetal ou na placenta (Fraser et al, 2007; Handel et al, 2010; Isern et al, 2008;
Vacaru et al, 2013). Elas também mudam a composicdo do citoesqueleto, por
exemplo perdendo a expressdo de vimentina, e também alteram os niveis de
expressdo de determinados marcadores de superficie, como a diminuicdo de CD71
e 0 aumento de Terll9 (Fraser, 2013). Também é observada uma alteracédo
sequencial na expressao de hemoglobinas, com a diminuicdo da expressao génica
de hemoglobinas embrionarias e o0 aumento da expressao de algumas cadeias de
hemoglobinas adultas (Fraser, 2013; Lee et al, 2016). Aos 15,5 dg, quase todos o0s
eritrécitos primitivos sdo anucleados e podem persistir na corrente sanguinea em até

trés semanas apos o nascimento (Fraser et al, 2007).

Os eritrocitos primitivos expressam uma série de moléculas de superficie
comuns a outros progenitores hematopoéticos como c-Kit, VE-caderina, CD31 e a
integrina CD41 (Isern et al, 2011; Robin et al, 2011). Entretanto, CD9 e o receptor de
quimiocina CXCR7 (do inglés C-X-C chemokine receptor type 7) parecem ser
expressos apenas nos eritrocitos primitivos e ndo nos eritrécitos definitivos
(Berahovich et al, 2010; Fraser, 2013). A inducdo da hematopoese primitiva parece
ser induzida por fatores secretados pelo endoderma adjacente do saco vitelinico,
principalmente Indian Hedgehog (Ihh) e VEGF (do inglés Vascular endothelial growth
factor) (Yumine et al, 2017). Quanto a regulacdo génica no mesoderma, os fatores
de transcricdo Lmo2, SCL/Tal-1 e Gata2 sédo importantes para a diferenciacdo das
ilhotas sanguineas e parecem influenciar também a hematopoese definitiva. Por
outro lado, alguns fatores de transcricdo que influenciam a hematopoese definitiva

parecem nao ser tdo importantes para a hematopoese primitiva, como Myb e Runx1,
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enguanto outros fatores afetam apenas a maturacédo dos eritrécitos, mas nao a sua
formacdo, como Gatal e Epo (Fraser, 2013; Isern et al, 2011). Niveis de oxigénio
também parecem afetar diretamente os progenitores primitivos, os quais proliferam
mais em condi¢cdes de cultura com baixa concentracdo de oxigénio (Isern et al,
2011).

Na primeira onda hematopoética do saco vitelinico aos 7,5 dg, também sé&o
formados macréfagos e megacariocitos, embora ainda ndo se saiba qual é o
progenitor destas células (McGrath & Palis, 2005). Os macréfagos primitivos e
progenitores de megacariécitos formados nessa primeira onda hematopoética
também apresentam peculiaridades em relacdo as células correspondentes
definitivas. Os macréfagos parecem se diferenciar diretamente a partir de
progenitores macrofagicos ao invés de mondcitos. Além disso, possuem grande
capacidade proliferativa e longevidade e um repertério diferente de enzimas, como a
auséncia de atividade peroxidase, por exemplo (Godin & Cumano, 2002). Acredita-
se gque estes macrofagos formem as ilhotas eritroides do figado fetal e que persistam
na vida adulta como células microgliais do sistema nervoso central. Ja o0s
progenitores megacariociticos ndo possuem receptores para G-CSF, sofrem
maturacdo mais rgpida e com menos poliploidia comparado com 0s progenitores
megacariociticos adultos (Godin & Cumano, 2002). Apesar de pouco se saber sobre
a funcdo dos megacariécitos nesse periodo, é provavel que eles contribuam para a
formacdo de plaquetas, que sédo observadas mais tardiamente no feto de
camundongos (por volta de 10,5 dg). Estes megacariocitos também foram
relacionados a formacgéo de vasos linfaticos (Frame et al, 2013; Godin & Cumano,
2002; Tober et al, 2007).

A segunda onda de producdo de células hematopoéticas também acontece
no saco vitelinico, onde sédo formados progenitores eritromieloides definitivos, pois
se assemelham as células do organismo adulto (McGrath & Palis, 2005). Primeiro
foram isolados progenitores eritroides definitivos BFU-E (do inglés burst forming
units-erythrocyte) a partir de 8,5 dg no saco vitelinico, e que produziam apenas
hemoglobinas adultas (McGrath & Palis, 2005). Mais tarde, outros progenitores
mieloeritroides foram encontrados na circulacdo sanguinea e figado fetal. Clusters
de células c-Kit* foram observados associados ao endotélio dos vasos vitelinicos
neste periodo os quais ndo se formavam na auséncia Runxl. Este trabalho e
experimentos subsequentes vém mostrando que o endotélio do saco vitelinico
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possui plasticidade necessaria para se diferenciar em células hematopoéticas
definitivas, propriedade conhecida como endotélio hemogénico (Frame et al, 2013).
Depois de formadas, as células mieloeritroides migram para o figado fetal que
possui 0 microambiente necessario para a expansdo destas células. Apesar de
serem consideradas definitivas, as células formadas nessa segunda onda
hematopoética ndo possuem potencial de formar células linfoides e nem capacidade
prolongada de autorrenovacdo. Sendo assim, estas células foram consideradas
transitérias como as primeiras células hematopoéticas da primeira onda, nado

persistindo nos organismos adultos (Lee et al, 2016).

As LT-HSC pluripotentes que persistem na vida adulta sdo formadas na
terceira e ultima onda de producdo hematopoética, que acontece por volta de 10,5
dg em camundongos e entre os dias 27 e 40 do desenvolvimento humano (Tavian et
al, 2010). Como as primeiras células hematopoéticas foram observadas no saco
vitelinico, acreditou-se por muito tempo que todas as células hematopoéticas eram
formadas nesse local, uma hipétese sustentada por experimentos da década de
1960 realizados em embrides de aves (Moore & Owen, 1967; Moore & Metcalf,
1970). Mais de uma década depois, foi demostrado que as CTH na verdade séo
formadas no corpo embrionario de aves, em experimentos com quimeras codorna-
galinha (Dieterlen-Lievre, 1975). A origem intraembrionaria das CTH foi demonstrada
também em outros modelos animais incluindo embrides de camundongos e
humanos (Ciau-Uitza et al, 2014; Cumano et al, 1993; Ogawa et al, 1988). O
primeiro sitio intraembrionario produtor de CTH identificado foi a parede ventral da
aorta dorsal proxima das gdénadas e dos mesonéfrons, conhecida como regido AGM
(Aorta-gonadas-mesonéfrons), a qual possui propriedades hematopoéticas em todos
os vertebrados estudados até hoje (Ciau-Uitza et al, 2014; Godin & Cumano, 2002;
Medvinsky & Dzierzak, 1996; Muller et al, 1994).

A aorta dorsal se forma a partir da fusdo de duas artérias pré-existentes em
uma artéria dorsal Unica em resposta ao BMP secretado pela notocorda adjacente
(Ciau-Uitza et al, 2014). O potencial hematopoético dessa regidao esta presente
antes mesmo da diferenciacdo da aorta, no tecido precursor conhecido como
esplancnopleura para-adrtica. A origem das CTH na aorta era bastante debatida
entre os pesquisadores, na qual uma corrente defendia que estas células eram
formadas pelo mesoderma subendotelial e entdo migravam para o limen da aorta,
enguanto a outra corrente defendia a diferenciacéo a partir de endotélio hemogénico
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(Godin & Cumano, 2002; Zovein et al, 2008). Entretanto, experimentos com
diferentes técnicas de microscopia da aorta de camundongos forneceram provas
robustas da origem endotelial das CTH. Nestes, foi possivel observar a
diferenciacdo de células endoteliais inicialmente planas em células hematopoiéticas
redondas no limen da aorta, em um processo conhecido como transicdo endotélio-
hematopoética. Hoje sabe-se que esse fenbmeno ocorre em toda extensao da aorta
dorsal, ndo s6 na regido de AGM, e também nas artérias umbilicais e vitelinicas
(Boisset et al, 2010; Bos et al, 2015; Kauts et al, 2016; Swiers et al, 2013; Yokomizo
& Dzierzak, 2010). Foram quantificadas aproximadamente 600 células c-Kit" no
interior da aorta de camundongos aos 10,5 dg, isoladas ou organizadas em clusters
contendo até 19 células, com o numero de células diminuindo ap6s 11,5 dg. No
mesmo experimento de whole mount, foram identificadas entre 250 e 300 células c-
Kit"* nas artérias umbilicais e vitelinicas, as quais continham clusters maiores
(Yokomizo & Dzierzak, 2010). Ao mesmo tempo, 0 monitoramento em tempo real da
transicdo endotélio-hematopoética na AGM mostrou que os clusters de CTH sé&o
raros: em 12 experimentos independentes, em embrides com 10,5 dg foram
observados uma média de 1,7 brotamentos por embrido, no qual cada evento tinha
duracdo média de 1h15min (Boisset et al, 2010). Clusters intravasculares foram
observados também nos vasos sanguineos da regido da cabeca fetal e na placenta
durante o mesmo periodo embrionario, embora esses dois sitios ndo tenham sido

muito explorados no contexto hematopoético (Li et al, 2012; Rhodes et al, 2008).

Apesar de serem as mesmas células que persistem na vida adulta, as CTH
embrionarias e adultas podem expressar alguns marcadores de superficie de forma
diferente. Por exemplo, as moléculas MAC1 e AA4.1 estdo presentes apenas nas
CTH embrionarias. E provavel que tais diferencas decorram da intensa diviséo
celular que as CTH embrionarias apresentam, enquanto as CTH adultas ficam em
estado predominantemente quiescente (Godin & Cumano, 2002). Ainda, as CTH
recém-formadas precisam passar por um processo de maturacdo para adquirir as
propriedades que as definem como LT-HSC em transplantes funcionais. Acredita-se
que durante a maturacdo, as CTH adquirem moléculas de superficie necessarias
para o homing e/ou modulam genes que Ihes conferem capacidade de
autorrenovacgao (Golub & Cumano, 2013; Mikkola & Orkin, 2006).

As células tronco e progenitores hematopoéticos definitivos, formados na
segunda e na terceira onda hematopoética possuem moléculas de superficie em
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comum e sao influenciados pelos mesmos fatores de transcricdo. A VE-caderina
estd presente em todo endotélio hemogénico e algumas CTH recém-formadas,
assim como o CD31. Ao mesmo tempo, todas as células hematopoéticas imaturas
expressam c-Kit e CD41 (Mikkola & Orkin, 2006). O CD41 (ou integrina allb) era
inicialmente utilizado como um marcador da linhagem megacariocitica, mas
experimentos mostraram que essa integrina também estd presente nas células
hematopoéticas mais imaturas das linhagens primitiva e definitiva (Mikkola et al,
2003). O CD41 é o primeiro marcador adquirido pelas CTPH durante a transicéao
epitélio-hematopoética, e, portanto, ausente nas células endoteliais ou
mesodérmicas e especifico para as células hematopoéticas imaturas (Mikkola et al,
2003; Mikkola & Orkin, 2006; Robin et al, 2011). Diferente do c-Kit, a expressao de
CD41 é regulada negativamente ao longo do desenvolvimento podendo ser
identificadas LT-HSC na fracao celular CD41* ou negativa apos 12,5 dg (Robin et al,
2011). Curiosamente, o CD41 volta a ser expresso em algumas CTH adultas, as
guais possuem grande capacidade de reconstituicdo a longo prazo e uma tendéncia
para se diferenciar em células da linhagem mieloide (Gekas & Graf, 2013). Outros
marcadores sao adquiridos pelas CTPH definitivas durante o processo de
maturacdo, como por exemplo Scal e CD45 (McKinney-Freeman et al, 2009;
Mikkola & Orkin, 2006).

Enquanto o comprometimento dos precursores mesodérmicos do saco
vitelinico com a hematopoese primitiva € dependente do fator de transcricdo
SCL/Tal-1, a transicdo endotélio-hematopoética depende principalmente do fator de
transcricdo Runx1/AML (Fig. 1.6) (Ciau-Uitza et al, 2014; Mikkola & Orkin, 2006;
North et al, 2002). Além do Runxl ser essencial para a formacdo das CTPH
definitivas, ele continua a ser expresso pelas CTH durante a vida adulta (North et al,
2002). Outros fatores de crescimento influenciam a hematopoese definitiva como por
exemplo c-Myb e Gata2. Além de fatores de crescimento, o fluxo sanguineo é
importante para a formagdo das células definitivas. A importancia da forca de
cisalhamento na formacdo de células hematopoéticas foi demonstrada em
experimentos in vitro e in vivo (Adamo & Garcia-Cardefa, 2012; Ciau-Uitza et al,
2014).

Depois de formadas, as CTPH definitivas livres na circulagdo sanguinea
migram para o figado fetal onde se expandem e se diferenciam. Apesar de nao
produzir as células hematopoéticas, o figado fetal comeca a receber estas células
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por volta de 11,0 dg e proporciona 0 microambiente necessario para que ocorra a
expansao e diferenciacdo (Ayres-Silva et al, 2011; Fraser, 2013; Sugiyama et al,
2011). Na eritropoese definitiva, presente no figado fetal, sdo observadas células da
linhagem eritroide em diferentes estagios de maturacdo em meio aos corddes
hepatocitarios imaturos (hematopoese trabecular), em organizacdo que lembra a da
medula 6ssea. Elas ficam ao redor de um macréfago central em uma organizagao
conhecida como ilhotas eritroides. Além de fagocitar eritroblastos primitivos e restos
nucleares, estes macréfagos parecem atuar na transferéncia bidirecional de ferro de/
para os eritroblastos. Diferente da hematopoese primitiva, 0os eritrocitos expressam
apenas hemoglobinas adultas e perdem o nucleo antes de entrar na circulacao
sanguinea (Fraser, 2013). Além de eritropoese, ocorre a diferenciacdo de outras
células mieloides no figado fetal, as quais sdo observadas proximas do tecido
conjuntivo ao redor dos vasos sanguineos, sugerindo que nichos diferentes e
especializados para diferentes linhagens compdem o figado fetal (Ayres-Silva et al,
2011). De fato, ao menos no figado, o desenvolvimento eritroide ocorre no estroma
endodérmico, enquanto a mielopoese necessita de um estroma mesenquimal. A
progénie formada no figado fetal pode ser observada na circulacdo sanguinea por
volta de 12,5 dg, aumentando em namero até o final da gestacéo (Frame et al, 2013;
Fraser, 2013; Swain et al, 2014).

VegflFlk-1 Runx1 Definitive

Endothelial Scl Arterial Gata2 Hemogenic

cells endothelium endothelium
Scl Notch1

VegfIFlk-1 BMP

HSCs BM

Mesoderm Hemangioblast

Scl
VegflFlk-1

Primitive erythroid Primitive erythrocytes
precursor

Figura 1.6. Desenvolvimento da hematopoese primitiva e definitiva. O mesoderma da placa
lateral forma os hemangioblastos FIk* que se diferenciam nas linhagens eritroides primitivas e em
células endoteliais com potencial hemogénico (hemogenic endothelium). O inicio da hematopoese é
caracterizado pela formacdo de eritrocitos primitivos nas ilhotas sanguineas do saco vitelinico
(Primitive  erythrocytes; blood island) mediante sinalizacdo Vegf/FIkl. As Células tronco
hematopoéticas (HSC) que formam as linhagens mieloides e linfoides definitivas (definitive) se
diferenciam a partir da transicdo endotelial-hematopoética influenciadas pela sinalizacdo de Runxl1.
Extraido de Hoang et al (2016).

39



O nicho hepatico compreende os hepatoblastos, células estromais e
endoteliais. Os hepatoblastos e células estromais produzem diversos fatores de
crescimento e citocinas que estimulam a diferenciacdo e proliferacdo, mantendo a
capacidade de autorrenovacao das CTPH, como por exemplo EPO, SCF e CXCL12.
Alguns genes sdo regulados positivamente nas CTH do figado fetal, como por
exemplo o PU.1. Este fator de crescimento esta envolvido tanto na manutencao da
autorrenovacdo das CTH no figado fetal quanto para a diferenciacdo de
determinadas linhagens mieloides (Kim et al, 2004). A hematopoese no figado fetal é
observada até aproximadamente 15,0 dg, quando ocorre o amadurecimento dos

hepatocitos, preparando o figado para sua funcao pos-natal (Swain et al, 2014).

Enquanto o figado € um importante 6rgdo hematopoético durante a vida
embrionaria em mamiferos, ele ndo parece participar tdo ativamente da
hematopoese em aves. O estudo morfolégico de embrides de galinha mostrou
apenas atividade granulopoética no figado a qual ocorre em periodos mais tardios.
Neste animais, o saco vitelinico parece ser o principal local para expansao e
diferenciacdo das linhagens eritrociticas e granulociticas (Guedes et al, 2014).
Porém, assim como ocorre no figado, o desenvolvimento eritroide ocorre no estroma
endodérmico do saco vitelinico, enquanto a mielopoese ocorre no estroma
mesenquimal (Guedes et al, 2014; Sugiyama et al, 2011). E provavel que a
involucdo do saco vitelinico em mamiferos favoreceu adaptacdes filogenéticas que
compensam essa perda, como a criacdo de um ambiente hepatico para expansao

hematopoética, por exemplo (Guedes et al, 2014).

A saida de precursores hematopoéticos do figado de camundongos coincide
com o processo de ossificacdo. Células tronco hematopoéticas e mesenquimais
chegam na medula 6ssea em formacgao através dos vasos sanguineos do peridsteo
e persistem na vida adulta (Ayres-Silva et al, 2011; Kinoshitaa & Miyajima, 2002). A
atividade hematopoética no figado fetal cessa apdés o nascimento, embora alguns
autores acreditem que ele mantém algumas CTH e realiza eritropoese e mielopoese
em baixos niveis (Kim, 2010). A dindmica temporal de constituicdo de sitios
hematopoéticos em camundongos esta representada esquematicamente na figura
1.7.
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Figura 1.7. Ontogenia do sistema hematopoético de camundongo: constituicdo e regulacéo
das células hematopoéticas nos diferentes sitios. (A) O saco vitelico (yolk sac) é o primeiro local
de hematopoese seguido da regido de aorta dorsal, aqui representada pela regido da AGM, a
placenta e o figado fetal. Coloracao de LacZ permite a visualizacdo das ilhotas sanguineas (blood
islands) no saco vitelinico de camundongos knock-in Gatal-LacZ enquanto a AGM e figado fetal (FL)
sdo visualizadas pela mesma coloragéo feita em camundongos knock-in Runxl-LacZ. (B) Cada sitio
hematopoético favorece a formacdo de linhagens especificas, possuindo diferentes func¢des na
constituicdo do sistema sanguineo. ECs: células endoteliais; RBCs: eritrocitos; LT-HSC; ST-HSC;
CMP; CLP; MEP: progenitores megacariocitico e eritroide; GMP: progenitores granulocitico e
macrofagico. (C) Janela de desenvolvimento hematopoético em cada sitio embrionério e adulto.
Extraido de Orkin e Zon (2008).

Em camundongos, o baco também representa um O6rgdo hematopoético
importante, ndo sO durante a ontogenia, mas também na vida adulta. Tendo inicio
por volta de 13 dg, o baco, que € um 6rgdo essencialmente mesodérmico, realiza
principalmente eritropoese. Apesar disso, jA foram detectados precursores das
linhagens neutrofilica, megacariocitica e macrofagica, bem como linfocitaria no bago
no final da vida fetal (Cumano & Godin, 2007; Golub & Cumano, 2013). Em

humanos, o baco também € apontado como 6rgdo hematopoético por volta do
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segundo trimestre de gestacdo, embora de forma menos representativa que em
camundongos. Na vida adulta, o baco em humanos somente contribui com a

eritropoese em condi¢des de estresse (Yamamoto et al, 2016).

A hematopoese embriondria € um processo complexo regulado por multiplos
fatores (Golub & Cumano, 2013). Além disso, o conhecimento sobre a ontogenia do
sistema hematopoético estd sempre em evolucdo a medida em que novas
metodologias surgem. Nesse sentido, novas tecnologias de manipulacdo genética e
de mapeamento do destino da progénie celular tém ajudado a revelar informacdes
acerca da contribuicdo dos precursores embrionarios formados em cada onda
hematopoética. A mais recente delas, e que representou uma quebra de paradigma,
foi a descoberta de que os macrofagos formados a partir de progenitores
mieloeritroides da segunda onda hematopoética ndo sdo transitérios como se
pensava originalmente e persistem durante a vida adulta (Ginhoux & Guilliams,
2016; Yona et al, 2013). Por muitos anos prevaleceu a teoria de que os macréfagos
residentes, ou seja, aqueles que residem nos tecidos e que sdo importantes para a
homeostase local, se diferenciavam a partir de mondcitos circulantes oriundos da
medula 6ssea (Furth et al, 1972). Essa hierarquia celular conhecida como “Sistema
mononuclear-fagocitario” parece de fato ocorrer em alguns tecidos. Mas hoje em dia
sabe-se que muitos macrofagos residentes tém origem de precursores embrionarios
formados no saco vitelinico na segunda onda hematopoética. Depois de se
diferenciar, eles migram para os tecidos antes do nascimento onde se estabelecem
durante a vida adulta independente de precursores da medula éssea (Ginhoux &
Guilliams, 2016). Experimentos de parabiose entre camundongos revelaram a
presenca de populacdes mistas de mondcitos na circulagdo, assim como
macrofagos residentes do sistema digestorio, derme e coragcdo, sugerindo a
contribuicdo de mondcitos circulantes na diferenciacdo destes macrofagos. Ao
mesmo tempo, macréfagos residentes da pele (células de Langerhans), da microglia
e dos alvéolos pulmonares ndo se misturavam, sugerindo uma origem mondcitos-
independente (Yona et al, 2013). O mapeamento condicional de mondcitos e
macrofagos confirmou essa hipétese, mostrando que muitos macréfagos residentes,
incluindo os alveolares e esplénicos, células de Kupffer e a microglia, séo
especificados antes do nascimento e se mantém nos tecidos independente do

suprimento de mondcitos sanguineos (Yona et al, 2013).

42



1.3 Hematopoese na placenta

1.3.1 A placenta

A placenta € um 6rgdo transitorio que se forma durante a gestacdo da maioria
dos mamiferos e cujas funcdes sdo essenciais para uma gestacao saudavel, tanto
para a mae quanto para o feto em desenvolvimento. Além de promover a troca de
gases e nutrientes entre as circulacbes materna e fetal, células especializadas da
placenta produzem uma série de horménios e fatores de crescimento que conferem
protecdo imunolédgica ao concepto e regulam a fisiologia da mée e do feto ao longo
da gestacdo e durante o parto (Simmons et al, 2007). Problemas na formacéo da
placenta podem causar complicagcdes gestacionais que resultam em morbidades e
até mortalidade do feto ou da mée, como pré-eclampsia e restricdo do crescimento
fetal (Cross, 2005; Rossant & Cross, 2001; Watson & Cross, 2005). A placenta
possui uma estrutura bastante complexa formada por tecido materno e diversos
tipos de células trofoblasticas derivadas do zigoto. As células trofoblasticas séo
células epiteliais especializadas para diversas fungbes durante a gestacao
(Simmons et al, 2007). A placenta de camundongos e humanos é do tipo
hemocorial, na qual o sangue materno fica em contato com células trofoblasticas de
origem fetal (Fig. 1.8). Apesar das diferencas na estrutura da membrana placentaria
em ambas as espécies, as células que compdem a membrana hemocorial e aquelas
que invadem o tecido materno compartilham marcadores de superficie e vias de
sinalizacdo em comum e diversas analogias podem ser feitas (Georgiades et al,
2002; Soncin et al, 2015). Nesse sentido, camundongos vém sendo bastante
utilizados para estudar aspectos da formagéo e fungdo placentéria, principalmente

no que diz respeito a funcdo de determinados genes nesse processo.
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Figura 1.8. Anatomia comparada da placenta hemocorial humana (A-C) e de camundongos (D-
F). Na placenta hemocorial o sangue materno fica em contato com células trofoblasticas coridnicas do
feto. (A) Células trofoblasticas invadem as artérias espiraladas maternas levando a perfusdo dos
espacos intervilosos. (B) Na vilosidade coribnica (FV) células citotrofoblastica vilosas (VCTB)
produzem uma camada multinucleada de sinciciotrofoblasto (SynT) que fica em contato com o
sangue materno. As células citotrofobasticas que ficam na extremidade das vilosidades e em contato
com a parede uterina se diferenciam em células trofoblasticas extravilosas invasivas (iCTB) que
invadem a decidua. (C) O corte transversal da vilosidade coribnica mostrando a composi¢do da
membrana placentaria: SyncT em contato com o sangue materno contém microvilosidades, seguida
de vCTB, mesénquima e vaso fetal envolvido por endotélio. (D) Em camundongos, 0 sangue materno
flui em espacos de sangue na camada espongiotrofoblastica (SpT) para chegar no labirinto. (E)
Células trofoblasticas gigantes (TGC) de camundongos séo analogas as iICTB da placenta humana.
(F) Na membrana placentaria de camundongos o sangue materno fica em contato com uma camada
de células trofoblasticas mononucleares (MNTS), seguido de duas camadas de SyncT as quais estao
em contato com células endoteliais dos vasos sanguineos fetais. Extraido de Maltepe et al (2010).

|

1.3.2 Formacao da placenta em camundongos

A placenta de camundongos contém trés regifes principais: a decidua, a zona
de juncdo e o labirinto (Fig. 1.8-D). A decidua é composta por células e vasos
sanguineos maternos que, na metade da gestacdo, contéem também células
trofoblasticas gigantes e células trofoblasticas glicogénicas derivadas do zigoto.
Estas células sdo analogas ao trofoblasto extraviloso da placenta humana cujas
propriedades invasivas e enddcrinas sdo essenciais para a implantacéo e adaptagcéo
materna a gestacdo (Adamson et al, 2002; Simmons et al, 2007). A zona de jun¢éo

conttm uma camada de células trofoblasticas gigantes e células
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espongiotrofoblasticas. Essa regido é analoga a placa basal em humanos
(Georgiades et al, 2002). J& o labirinto possui esse nome por ser formado por uma
rede intrincada de espacos de sangue materno e vasos sanguineos fetais. Entre as
duas circulacdes, a membrana placentaria é formada por células trofoblasticas
gigantes em contato com 0 sangue materno, seguida de duas camadas
multinucleadas de sinciciotrofoblasto e células endoteliais dos vasos sanguineos
fetais derivadas da alantoide (Fig. 1.8-E, F) (Maltepe et al, 2010; Simmons et al,
2008a). A placenta humana também é do tipo vilosa, porém com mais espacos
entres as vilosidades. Ainda, a membrana placentaria humana contém
essencialmente sinciciotrofoblasto em contato com o sangue materno, uma camada
de citotrofoblasto vestigial e mesénquima abundante (Fig. 1.8-B, C) (Georgiades et
al, 2002; Maltepe et al, 2010; Rai & Cross, 2014).

A placentacdo em camundongos tem inicio com a implantacdo do embrido na
parede uterina. Apés a fertilizacdo, o zigoto totipotente sofre uma série de divisdes
celulares nas quais as células passam por eventos de reprogramagdo e
programacao génica que culminam na diferenciacdo das duas primeiras linhagens
do bastocisto aos 3,5 dg: uma camada externa de células trofectodérmicas e células
da massa celular interna (Fig. 1.9) (Gasperowicz & Natale, 2011; Hemberger &
Dean, 2014). O trofectoderma consiste em um epitélio de transporte, no qual as
células possuem polaridade, juncdes intercelulares e realizam o transporte de ions.
Células do trofectoderma dar&o origem a todas as células trofoblasticas da placenta,
sendo chamadas de células tronco trofoblasticas. J& a massa celular interna sofre
uma segunda diferenciacdo aos 4,5 dg, formando o endoderma primitivo e 0
epiblasto, sendo esse ultimo conhecido como células tronco embrionarias (Fig. 1.9)
(Gasperowicz & Natale, 2011; Gilbert, 2003; Hemberger & Dean, 2014).
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Figura 1.9. Do zigoto a formacdo do blastocisto. Processo de compactagédo para a formacgéo do
trofectoderma (TE) e da massa celular interna do blastocisto (ICM). A massa celular interna se
diferencia em epiblasto (Chao et al) e endoderma primitivo (PE). Alguns fatores de transcri¢céo
importantes para o processo de compactagdo e diferenciacdo das células internas/ externas estao
representados no quadrado da figura. Extraido de Hemberger e Dean (2014).

A especificagdo em trofectoderma ou massa celular interna ocorre devido ao
processo de compactacdo das células associado aos diferentes padrdes de
expressdo génica entre elas. Dos fatores de transcricdo importantes nessa
segregacao das células internas, o Oct4 e Nanog sdo expressos essencialmente
pelas células da massa celular interna. Ao mesmo tempo, o Cdx2 e o Eomes séo
essenciais para a diferenciagdo do trofectoderma, e sua expresséo fica restrita a
essas ceélulas no estagio de blastocisto tardio (Fig 1.9) (2014; Hemberger & Dean,
2014; Russ et al, 2000; Soncin et al, 2015). Um dos alvos do Cdx2 € o EIf5, um fator
de crescimento que aparece na fase de blastocisto tardio e que é importante para o
comprometimento estavel da linhagem trofectodérmica ao manter a expressao de
Cdx2 e Eomes por feedback positivo. Na massa celular interna/ epiblasto o gene de
EIf5 € silenciado permanentemente por metilacdo (Gasperowicz & Natale, 2011;
Hemberger & Dean, 2014).

Em conjunto, a diferenciagdo do trofectodermal/trofoblasto segue uma
hierarquia de ativacdo de genes, com ativacado sequencial de Cdx2, Eomes e EIf5,
entre outros. As células tronco trofoblasticas de caracteristicas similares aquelas

encontradas no estagio de blastocisto podem ser isoladas do concepto até
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aproximadamente 8,0 dg. Apds esse periodo, acredita-se que as células tronco ou
progenitoras encontradas possuem um certo comprometimento com determinadas
sublinhagens (Hemberger & Dean, 2014; Simmons, 2014; Uy et al, 2002).

O processo de implantacdo comeca por volta de 4,5 dg quando o blastocisto
chega na cavidade uterina e eclode da zona pellcida. O blastocisto se liga a porcao
antimesometrial do Utero através do polo abembrionério, ou seja, pela regido oposta
a massa celular interna. Com isso, o trofectoderma dessa regido conhecido como
trofectoderma mural para de proliferar mas continua a endorreplicar o DNA e a
aumentar o volume, formando as células trofoblasticas gigantes (CTG) priméarias.
Estas CTG primarias possuem propriedades invasivas e fagociticas para a
implantagdo e também produzem hormonios e citocinas importantes para as
adaptacdes fisiologicas da mée durante a gestacdo, como a regulacdo do fluxo
sanguineo no sitio implantacional, producdo de progesterona no ovario, lactogénese
e hiperplasia das ilhotas pancreaticas (Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988; Cross et
al, 2002; Rossant & Cross, 2001; Watson & Cross, 2005). Ao mesmo tempo, o
endométrio uterino sofre uma série de modificacdes, conhecidas como
decidualizacdo, as quais incluem diferenciacdo dos fibroblastos em células
deciduais, infiltracdo de leucdcitos e remodelamento dos vasos sanguineos
maternos. As modificacbes na decidua antimesometrial vdo se estendendo
lateralmente até chegar na decidua mesometrial aos 6,5 dg, a qual é conhecida
como decidua basal e é onde a placenta hemocorial se estabelece (Adamson et al,
2002; Redhead et al, 2016).

Enquanto isso, o trofectoderma polar que esta em contato com os tecidos
embriondrios continua em intensa proliferacdo formando o ectoderma
extraembrionario. Primeiro, o ectoderma extraembrionario cresce em direcdo ao
interior do blastocisto empurrando o epiblasto. Ele também cresce em direcdo a
decidua mesometrial onde forma o cone ectoplacentario. As células tronco
trofoblasticas do ectoderma coridnico sdo mantidas em estado proliferativo e
indiferenciado através da expressao dos fatores de transcricdo Cdx2, Eomes e
Esrrb, os quais séo influenciados pela sinalizacao dos fatores de crescimento FGF4,
TGF, activina e nodal (Cross et al, 2003; Gasperowicz & Natale, 2011; Simmons et
al, 2007; Soncin et al, 2015). Ao longo do desenvolvimento, o ectoderma coriénico
ird formar as células trofoblasticas do corion, que por sua vez formam o labirinto da
placenta, enquanto o cone ectoplacentario contém progenitores de diferentes
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subtipos de CTG, espongiotrofoblasto e células glicogénicas (Rai & Cross, 2014;
Watson & Cross, 2005).

1.3.2.1 Morfogénese do corion e do labirinto

Durante a gastrulacéo, por volta de 7,0 dg, o ectoderma coriénico emite uma
dobra que se funde com a area oposta, delimitando duas cavidades: a cavidade
ectoplacentéaria e a cavidade coridbnica ou exoceloma. Uma terceira cavidade, a
cavidade amnidtica, permanece em contato com o epiblasto/ectoderma embrionario
(Fig. 1.10). O mesoderma extraembrionario cresce em direcdo a cavidade coridnica
delimitando internamente essa cavidade. A associacdo entre 0 mesoderma e o0
epiblasto/ectoderma embrionario forma o amnion enquanto a associacdo desse
mesoderma com o ectoderma extraembriondario forma o corion. A regido que contém
essas duas camadas chama-se placa coribnica, de onde partem as vilosidades que
formam o labirinto (Bevilacqua et al, 2014a; Simmons, 2014). A porcéo vascular da
placenta é formada pelo mesoderma extraembrionario da alantoide que cresce a
partir da regido posterior do embrido em dire¢cdo a cavidade coribnica aos 8,0 dg
(Simmons et al, 2008a). A alantoide é formada por uma camada externa de epitélio
mesodérmico conhecida como mesotélio, a qual expressa VCAM1, uma molécula
importante para a ligacdo com o mesotélio do cérion. A ligacdo corioalantoica
acontece aos 8,5 dg quando a molécula de adesdo VCAML1 reconhece a cadeia a4
de integrinas (ltga4; ligante de VCAM1 quando na integrina a4f31), que é expressa

no mesotélio coriénico (Cross et al, 2003; Watson & Cross, 2005).
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Figura 1.10. Morfogénese do
corion e do labirinto. O
ectoderma coribnico extraembrio-
nério (EXE) seguido do mesoderma
extraembrionario (ExMes) emite
uma dobra que resulta na
formagdo de trés cavidades:
cavidade ectoplacentaria (EPC
cav), exoceloma (Exo cav) e
cavidade amniética (Amn cav). O
mesoderma e o ExE formam o
cérion (Ch). Ao mesmo tempo, o
mesoderma da alantoide (Al)
cresce e se une ao corion. Aos 8,5
dg a EPC cav é fechada e o
mesoderma da alantoide esta
completamente  espalhado na
superficie do coérion. Nesse
momento, o0 corion comeca a
constituir  dobras que  sado
preenchidas pelo mesoderma da
alantoide. Esse é o0 inicio da
morfogénese  das  vilosidades
coridnicas que culminam com a
formagéo da membrana
placentaria hemocorial. EPC: cone
ectoplacentario (EPC). Extraido de
Simmons (2014).

E8.0-E8.5 E8.5-E9.0

Logo apos a ligacao corioalantoica, aos 9,0 dg, o cérion comeca a invaginar,
criando espacos que serdo preenchidos por vasos sanguineos que crescem da
alantoide através da vasculogénese de novo (Cross et al, 2006; Downs et al, 2001).
Em camundongos, a regido da placenta que contém as vilosidades € denominada
labirinto. A diferenciacao do labirinto envolve a diminuicdo da expressédo dos genes
Cdx2, Eomes, Esrrb, Errb e Fgfr2 e o aumento da expresséao de Ascl2, Gecml, Tpbpa
e Prl8a2 (Bevilacqua et al, 2014a; Cross et al, 2006; Simmons et al, 2007). No
momento da ligacdo corioalantoica, o cérion € uma estrutura formada por células de
diferentes origens. Enquanto a camada do mesotélio coribnico parece desaparecer
apos a ligacdo com a alantoide (Downs, 2002), acredita-se que o coérion contenha
células trofoblasticas originadas tanto do ectoderma coridnico quanto do cone
ectoplacentario. Estas duas estruturas se unem por volta de 8,0 dg, apdés a
obliteracdo da cavidade ectoplacentaria devido a proliferacdo do ectoderma
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extraembrionario. Estudos de morfologia ultraestrutural sugerem que a camada
basal do corion seja derivada do ectoderma extraembriondrio, enquanto as camadas
mais externas seriam derivadas do cone ectoplacentario (Simmons, 2014; Watson &
Cross, 2005).

O fator de transcricdo Gecm1l é essencial para a formacéo das vilosidades. Ele
€ expresso em alguns clusters de células espalhados na placa coribnica, enquanto
as outras células do corion continuam expressando genes de progenitores
multipotentes como Cdx2, Eomes e Rhox4 (sin. Ehox) (Fig. 1.11). Apds a ligacéo
com a alantoide, o corion comeca a invaginar nos locais contendo as células Gem1*
e 0 espaco criado é preenchido pelo mesoderma da alantoide contendo vasos fetais
revestidos por células endoteliais (Cross et al, 2006; Soncin et al, 2015). A
expressdo de Geml também estimula a producdo do gene Synb que promove a
fusdo entre as células Gecml* para formar a camada Il de sinciciotrofoblasto (sinc-11)
(Soncin et al, 2015). A expressdo de Gcml é observada na porcdo distal da
vilosidade durante todo periodo que em que elas estao crescendo e se ramificando
(Anson-Cartwright et al, 2000). Com o crescimento, as células do sinc-ll atingem a
porcao mais distal do corion aonde fazem contato com células que expressam Syna.
A proximidade entre essas células provavelmente estimula a fusédo das células syna*
para formarem o sinciciotrofoblasto | (sinc-1). Externamente a essas duas camadas
de sincicio, encontram-se células trofoblasticas gigantes que na face oposta ficam
em contato com espacos sinusoides de sangue materno. Ainda ndo se sabe o
mecanismo de diferenciacdo destas células, apenas que elas sao originadas de um
precursor Tpbpa e que produzem prolactina Prl3bl (PI2) e cathepsin Q (Ctsq) em
fases tardias do desenvolvimento (Cross, 2005; Hu & Cross, 2011; Rai & Cross,
2014; Simmons, 2014; Simmons et al, 2007; Soncin et al, 2015).
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Figura 1.11. Morfogénese do labirinto. Aos 8,5 dg ocorre a fusdo das cavidades ectoplacentaria
(ectoplacental cavity) e exoceldmica (exocoelomic) e os diferentes tecidos que formam a placenta
ficam em contato. Alguns genes expressos pelas células da placa coribnica guiam a morfogénese e
continuam sendo expressos pelas células da membrana placentaria. Adaptado de Walentin et al
(20186).

Aos 9,5 dg é possivel identificar a membrana placentaria embora a placenta
estruturalmente madura é estabelecida aos 10,5 dg (Fig. 1.11). Essa membrana vai
diminuindo a espessura ao longo da gestacdo o que facilita as trocas entre as
circulacbes materna e fetal. Os vasos sanguineos fetais também continuam se
ramificando e, consequentemente, aumentando a eficiéncia de troca, embora a
organizacdo anatbmica do labirinto ndo modifique muito. Acredita-se que raros
progenitores trofoblasticos persistam no labirinto na segunda metade da gestacéo de
camundongos, embora estes progenitores estejam apenas comecando a ser
caracterizados (Simmons, 2014). Células que expressam Ly6e foram identificadas
como precursores de células Syna* que formam a camada de Sinc-l, sendo
identificados no corion desde 8,5 dg (Hughesa et al, 2014). Também foram
identificadas célula EpCAM", entre 9,5 e 14,5 dg, que foram capazes de se

diferenciar em Sinc-I, Sinc-11 e CTG-S in vitro (Ueno et al, 2013).
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1.3.2.2 Desenvolvimento do cone ectoplacentéario

O cone ectoplacentario é formado por uma mistura de progenitores que se
diferenciam em CTG, espongiotrofoblasto e células trofoblasticas glicogénicas. O
estado relativamente indiferenciado dos progenitores do cone ectoplacentario é
mantido pela expressdo de Ascl2 (sin. Mash2), o qual é expresso inicialmente no
cérion e cone ectoplacentario e depois no espongiotrofoblasto (Bevilacqua et al,
2014a; Simmons, 2014). As células mais indiferenciadas e com alto indice
proliferativo sdo chamadas de trofoblasto intermediario e ficam na por¢cdo mais
interna do cone ectoplacentario. A medida que estas células se afastam dessa
regido em direcdo a periferia, elas comecam a se diferenciar em células
trofoblasticas gigantes, as quais sdo chamadas de CTG secundarias para distinguir
das CTG priméarias formadas pelo trofectoderma mural (Bevilacqua et al, 2014a). A
diferenciacdo em CTG envolve a diminuicdo da expressao de Ascl2 e aumento da

expressao de fatores como Handl e Stral (Cross, 2005; Simmons & Cross, 2005).

O cone ectoplacentario também contém precursores das células
espongiotrofoblasticas e células glicogénicas da zona de juncdo. Tanto as células
espongiotrofoblasticas quanto células do cone ectoplacentario expressam 0s genes
Tpbpa e VEGFR1, o que sugere uma origem comum entre as duas células (Cross et
al, 2003; Guillemot et al, 1994). O Tpbpa (do inglés Trophoblast specific protein
alpha) € um dos raros genes expressos exclusivamente na placenta de
camundongos embora suas fun¢des sejam desconhecidas (Rawn & Cross, 2008).
Ele é expresso inicialmente em algumas células da regido apical do cone
ectoplacentario aos 7,5 dg e mais tarde, estd presente em todas as células
espongiotrofoblasticas indiferenciadas e diferenciadas, em diferentes niveis de
expresséo (Cross et al, 2003; Lescisin et al, 1988; Rawn & Cross, 2008). As células
glicogénicas sdo detectadas na camada espongiotrofoblastica a partir de 12,5 dg e,
entdo, aumentam em namero, invadindo a decidua (Simmons, 2014). Nao se sabe a
origem exata das células glicogénicas, mas uma vez que elas expressam Tpbpa e
surgem primeiro na camada espongiotrofoblastica antes de migrar para a decidua,
acredita-se que sejam formadas por progenitores espongiotrofoblasticos (Adamson
et al, 2002). Entretanto, estudos recentes identificaram alguns genes expressos
exclusivamente nas células glicogénicas como Pcdh12, Aldhla3, Cx31 (sin. Gib3),
Prlpn (sin. Prl7bl) e Prdm1, e em algumas células do cone ectoplacentario, mas nao

em todas as células espongiotrofoblasticas. Isso sugere que talvez as células
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glicogénicas e espongiotrofoblasticas tenham progenitores préprios especificados na
fase de cone ectoplacentario aos 7,5 dg. Isso mostra que tanto o cone
ectoplacentario quanto o espongiotrofoblasto sdo compostos por diferentes tipos
celulares que ainda estdo sendo identificados (Bouillot et al, 2006; Cross et al, 2003,
Mould et al, 2012; Outhwaite et al, 2015; Simmons, 2014).

As células derivadas do cone ectoplacentario produzem varios horménios
incluindo membros da familia de proteinas semelhantes a prolactina. Cada célula
possui um repertério diferente desses hormdnios sugerindo diferentes funcbes de
regulacdo endodcrina da interface materno-fetal (Simmons et al, 2008b). As células
espongiotrofoblasticas formam a camada média da placenta e sdo importantes para
a morfogénese do labirinto e sugerido para o desenvolvimento do “instinto materno”
(sic), embora seus mecanismos de acao sejam pouco compreendidos (Glynn et al,
2007; Oh-McGinnis et al, 2011). As células trofoblasticas glicogénicas invadem a
decidua na segunda metade da gestacdo de camundongos de forma difusa e
intersticial, onde acredita-se que ela funcione como um reservatorio de energia
(glicogénio) para o crescimento fetal (Rai & Cross, 2014). As CTG secundarias
formadas a partir do cone ectoplacentario, por sua vez, vém sendo amplamente
exploradas. Assim como as CTG primarias, elas sdo largas, poliploides por
endorreplicacdo e secretam metaloproteinases que auxiliam sua invasdo na decidua
basal. Elas também secretam horménios e fatores importantes para a fisiologia da
gestacdo, como fatores angiogénicos, vasodilatadores, anticoagulantes, hormonios
luteotroficos e lactogénicos, e interferons (Bevilacqua et al, 2014a; Simmons et al,
2007; Soncin et al, 2015).

As CTG ficam ao redor de espacos de sangue materno e algumas, inclusive,
substituem as células endoteliais das artérias espiraladas como parte do processo
de remodelamento e adaptacdo a gestacdo (Rai & Cross, 2014). As CTG foram
classificadas em quatro subtipos de acordo com a sua localizacdo e do repertério de
genes/proteinas relacionados a prolactina que possuem, 0s quais podem ser Prl3d1
(PI1), PI2, Prl2c2 (PIf) ou Ctsq (Fig. 1.12). As CTG parietais (CTG-P) revestem
externamente o sitio implantacional e fazem parte da zona de juncédo da placenta
madura. Elas sdo formadas tanto por CTG primarias do trofectoderma mural quanto
por CTG secundarias e expressam PI1, PI2 e PIf (Adamson et al, 2002; Cross et al,
2002; Simmons et al, 2007). Os outros quatro subtipos de CTG sédo formados
apenas por CTG secundarias oriundas do trofectoderma polar. Eles sdo: CTG
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associadas as artérias espiraladas (CTG-SpA), que expressam apenas PIf; CTG
associadas aos canais que conduzem o0 sangue materno das artérias espiraladas
para o labirinto (CTG-C), que expressam PIf e PI2; CTG ao redor de sinusoides de
sangue que conduzem o sangue pobre em oxigénio para fora do labirinto (CTG-S)
que expressam PI2 e Ctsq, como mencionado anteriormente; e CTG que formam
tuneis que coletam o sangue das S-CTG para o seio venoso da decidua (CTG-Ch),
e que expressam PI1 e PIf (Hu & Cross, 2011; Rai & Cross, 2014; Soncin et al,
2015). Apesar de as CTG secundarias ndo expressarem Tpbpa apés a diferenciacéo
terminal in vivo, a diferenciacdo destas células a partir de células tronco
trofoblasticas in vitro passa por uma fase em que as células expressam essa
proteina. De fato, estudos de rastreamento de linhagens celulares mostrou que uma
parte das CTG-P, CTG-SpA e CTG-C vém de precursores Tpbpa*, enquanto a outra
parte destas células e todas as CTG-S sao originadas de precursores Tpbpa  (Mould
et al, 2012; Rai & Cross, 2014; Simmons et al, 2007).

Figura 1.12. Estrutura da placenta de camundongos na metade da gestacdo mostrando a
localizac&o das células trofoblasticas gigantes (TGC) delimitando espacos de sangue materno.
As setas indicam a diregcdo do sangue materno. C: canal materno; TGC parietais (TGC-P); TGC
associadas as artérias espiraladas (TGC-SpA); TGC associadas aos canais que conduzem o sangue
materno das artérias espiraladas para o labirinto (TGC-C); TGC ao redor de sinusoides de sangue
gue conduzem o sangue pobre em oxigénio para fora do labirinto (TGC-S); TGC que formam tdneis
gue coletam o sangue das S-TGC para 0 seio venoso da decidua (TGC-Ch). Extraido de Rai e Cross
(2014).

Além do programa genético intrinseco, o desenvolvimento das células
trofoblasticas também € regulado por fatores extrinsecos. Entre eles, o nivel de
oxigénio é um fator importante para a proliferacdo e diferenciacdo das diferentes
populacdes trofoblasticas da placenta humana e de camundongos. Cultura de

células tronco trofoblasticas se diferenciam em espongiotrofoblasto sob baixas
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concentracbes de oxigénio, enquanto elas tendem a se diferenciar em células
trofoblasticas gigantes em concentracfes mais elevadas de oxigénio. In vivo,
mutacdes em camundongos que levam a diminuicdo da expressdo de fatores de
transcricdo induzidos por hipéxia, como o Hifl, também resultam na diminuicdo da
camada espongiotrofoblastica enquanto o nimero de CTG é aumentado (Adelman
et al, 2000; Cross, 2005; Cross et al, 2003).

1.3.2.3 Circulacdo materna e fetal na placenta

A placenta possui duas circulacbes sanguineas - fetal e materna -
organizadas proximas entre si para facilitar a troca de nutrientes e gases (Fig.1.13)
(Rai & Cross, 2014). Na interface materno-fetal, o fluxo sanguineo aumenta na
decidua basal em direcdo ao sitio implantacional devido ao crescimento de vasos
sanguineos por angiogénese e devido a vasodilatacdo coordenada por CTG e
células NK uterinas (UNK) que secretam diversos fatores angiogénicos e
vasodilatadores. O processo de remodelamento das artérias maternas envolve a
perda da camada muscular destes vasos bem como a substituicdo das células
endoteliais por CTG, um processo conhecido como “invasao vascular e mimetismo
endotelial” (Cross et al, 2002; Rai & Cross, 2014). Nao sé nas artérias espiraladas,
mas em toda a placenta, os espac¢os contendo sangue materno sao envolvidos por

CTG e néo endotélio (placenta hemocorial; Fig. 1.12) (Simmons et al, 2007).

O sangue materno chega ao Utero através de artérias radiais que se
ramificam em 5 a 10 artérias espiraladas (Fig. 1.12). Estas artérias perdem o
revestimento de musculatura lisa e elastina e sdo revestidas internamente por CTG-
SpA que substituem as células endoteliais. Estas artérias se unem em 1 a 4 canais
arteriais centrais na altura da zona de junc¢ao, os quais sao revestidos pelas CTG-C
e levam o sangue diretamente a base do labirinto. Nessa regido proxima a placa
coribnica, o sangue materno se distribui em canais sinusoides pequenos e
delimitados por CTG-S que se estendem radialmente em direcdo a zona de juncgao.
Nessa regido, os sinusoides se unem e desembocam em seios venosos da decidua
delimitados por células endoteliais (Adamson et al, 2002; Simmons et al, 2007). Ja o
sangue fetal, delimitado por células endoteliais, atravessa o labirinto na direcdo
oposta a circulacdo materna, para a troca de gases em contracorrente (Fig. 1.13).

Nesse processo, 0 sangue pouco oxigenado do feto circula em arteriolas que
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chegam da placa coridnica indo direto para a regido proxima ao espongiotrofoblasto
aonde se ramificam em pequenos capilares que retornam a base da placenta e
corddo umbilical. Em contrapartida, o sangue da mae, rico em oxigénio, vai direto
para a base da placenta e entdo se distribui nos sinusoides em direcdo oposta a

corrente sanguinea fetal, o que otimiza a troca de gases (Adamson et al, 2002).

Maternal and fetal circulations
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1
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Figura 1.13. Organizacdo contracorrente das circulacbes maternal e fetal da placenta. A
circulagdo materna encontra-se representada no lado esquerdo da imagem. As artérias espiraladas
transportam o sangue materno a decidua. Elas se unem para formar um ou quatro canais centrais
gue levam o sangue a base da placenta. A circulagdo fetal encontra-se representada no lado direito
da imagem. O sangue oxigenado atravessa o labirinto da base para a zona de juncdo no interior de
canais sinusoides. O sangue fetal pobre em oxigénio chega na placa coridnica da placenta através
das artérias umbilicais e se ramificam radialmente. O sangue fetal chega até a porcédo distal do
labirinto e retorna por uma rede de capilares até se conectar com a veia umbilical. Adaptado de
Simmons (2014).

1.3.3 Hematopoese na placenta

Um grande numero de CTH foi encontrado na placenta humana e de
camundongos revelando que este 6rgdo também poderia funcionar como sitio
hematopoético. Mais do isso, alguns autores sugerem que a placenta de
camundongos consiste em um importante sitio de producdo e expansao das CTH

56



sem induzir sua diferenciacdo (Rhodes et al, 2008). Estudos de transplantes
conduzidos na década de 1960, utilizando células da placenta, sugeriram pela
primeira vez que a placenta de camundongos tinha potencial hematopoético (Dancis
et al, 1968; Dancis et al, 1962). Apesar disso, foi somente apds a descoberta de
atividade hematopoética na alantoide de aves que a hematopoese na placenta
comecou a ser explorada (Caprioli et al, 1998; Caprioli et al, 2001). Isso porque a
alantoide contribui para a formacao vascular da placenta corioalantoica de alguns
mamiferos, incluindo humanos e roedores (Rossant & Cross, 2001). Desde entéo,
alguns autores mostraram através das técnicas de cultura de células e ensaios
funcionais que a placenta de camundongos durante a metade da gestacdo contém
progenitores hematopoéticos multipotentes e de origem fetal (Alvarez-Silva et al,
2003) e também CTH em quantidades superiores aquelas observadas nos outros
orgaos hematopoéticos embrionarios (Gekas et al, 2005; Ottersbach & Dzierzak,
2005). Entretanto, uma vez que nessa idade os fetos ja possuem batimentos
cardiacos, ndo foi possivel determinar se os progenitores e CTH eram produzidos in
situ ou se eram oriundos de outro local anatdmico e haviam chegado a placenta pela

circulacao sanguinea.

Técnicas de imunohistoquimica e o0 uso de camundongos transgénicos
também vém sendo utilizados por alguns autores na tentativa de elucidar a origem
exata dos progenitores encontrados na placenta. Ottersbach e Dzierzak (Ottersbach
& Dzierzak, 2005) identificaram possiveis progenitores imaturos coexpressando Sca-
1 e CD34 ou Sca-1 e CD31 em algumas células endoteliais de vasos sanguineos da
placa coridnica e no labirinto durante a metade da gestacdo. Um pouco depois,
Rhodes e colaboradores (Rhodes et al, 2008) utilizaram um modelo de camundongo
knockout para Ncxl, cujos embrides ndo possuem batimentos cardiacos. A analise
imunohistoquimica nesses embrides com 9,5 dg revelou a presenca de células
CD41" associadas a vasos fetais da regido de labirinto e do mesénquima
corialantoico, embora em menor quantidade que as placentas controle. Uma vez que
a integrina CD41 normalmente € encontrada nas CTH produzidas nos grandes
vasos intraembrionarios, os autores propuseram que a placenta é capaz de produzir
pelo menos uma parte dos progenitores hematopoéticos de forma autdbnoma.
AvaliacOes adicionais sobre estas células ndo foram realizadas, pois os embrides
Ncx17- possuem retardo no desenvolvimento e morrem aos 10,5 dg. Estes mesmos
autores complementaram suas analises utilizando um camundongo knock-in Runx-1-

LacZ para ajudar na identificacdo de possiveis CTH, ja que o fator de transcricdo
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Runx-1 é fundamental para a producdo destas células. Muitas células do
mesénquima corioalantoico e do labirinto foram positivas, enquanto alguns clusters
de células Runx1* no interior dos vasos da placa coribnica também expressaram
CD41. Os pesquisadores sugeriram que 0s vasos placentarios poderiam produzir
CTPH e que também poderiam proporcionar um microambiente favoravel a
expansao, sem induzir a diferenciacdo destas células (Rhodes et al, 2008). Por fim,
um dos trabalhos mais recentes em camundongos mostrou clusters de células
associadas ao endotélio dos vasos do labirinto da placenta coexpressando 0s
marcadores CD31/c-Kit ou CD34/c-Kit (Sasaki et al, 2010). Da mesma forma, em
humanos, a placenta também parece possuir potencial hematopoético (Barcena et
al, 2009; Robin et al, 2009). Além disso, foi recentemente descoberta realizando
vasculogénese e eritropoese primitiva, de forma semelhante ao saco vitelinico

durante a primeira onda de producdo hematopoética (Aplin et al, 2015).

1.4 Justificativa

A complexidade do desenvolvimento embrionario é reflexo da necessidade de
formar um individuo geneticamente Unico a partir de uma célula, o zigoto. Esse
processo ocorre em alta velocidade e grande organizacdo, de modo que entre a
implantagdo do blastocisto no Utero e o nascimento de um camundongo, por
exemplo, se passam apenas cerca de 15 dias. Para que esse processo seja bem-
sucedido, uma série de eventos de programacdo e reprogramacao génica ocorrem
em sequéncia, de modo a formar os diferentes tipos celulares que constituirdo o
organismo maduro. Em mamiferos, um o6rgdo fundamental para o sucesso da
gestacao € a placenta. Essa, além de possibilitar a adaptacdo do organismo materno
para gerar individuos semialogénicos, produz uma série de hormdnios que
influenciam diretamente a organogénese embrionaria e fetal. No entanto, dentre os
processos que compdem tal organogénese, nao havia mencdo explicita a
hematopoese. Embora haja trés trabalhos na década de 1960 de transferéncia
celular, apenas ap6s a definicdo do potencial hematopoético da alantoide, j& nos
anos 2000, é que a placenta passou a ser implicada como importante na producéo e
principalmente na expansédo de células tronco comprometidas com as linhagens

hematopoéticas.
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Todavia, o grande impacto potencial dessa constatagcdo contrasta com a
escassez de artigos que falam sobre a hematopoese na placenta. Nesse sentido, ha
poucos estudos nessa area e ainda pouco se conhece sobre o fenétipo das células
encontradas na placenta, sua contribuicdo para o organismo adulto, o nicho ou os
progenitores placentarios. A dificuldade em estudar o local exato de producédo das
células hematopoéticas apOs o estabelecimento da corrente sanguinea soma-se a
auséncia de caracteristicas morfologicas e fenotipicas especificas destas células,
bem como a rapidez com que os eventos moforgenéticos ocorrem durante a vida
embrionaria. Ainda, a literatura focaliza principalmente no surgimento das células
hematopoéticas ou seu destino final e, com isso, ha uma enorme lacuna de

conhecimento sobre a evolugdo destas células nas etapas intermediérias.

7

O modelo murino é bastante utilizado para estudar a hematopoese por
possuir vantagens, como a manipulacdo genética para o rastreamento de células e
transplante. Além disso, a hematopoese é um processo bastante conservado
evolutivamente e, por isso, camundongos foram os animais mais utilizados nos
trabalhos de hematopoese na placenta. Devido a complexidade do tecido placentario
e a natureza migratéria das CTPH, nos propusemos a realizar uma andlise
morfologica sisteméatica de placentas de camundongo na metade da gestacao para
compreender melhor seu microambiente e encontrar possiveis focos hematopoéticos
e sua topografia in situ. Ao longo do mestrado, analisamos cortes histolégicos da
placenta de camundongos Swiss Webster entre 9,5 e 12,5 dg e observamos que
somente a regiao de labirinto em placenta com 10,5 e 11,5 dg pareceu ser um local
sugestivo de atividade hematopoética, onde encontramos principalmente indicios de

hematopoese restrita a linhagem eritroide.

Dando continuidade ao trabalho, nesta tese, decidimos aprofundar esses
achados caracterizando fenotipicamente as células imaturas e linhagens
hematopoéticas da placenta, de forma a elucidar as etapas de formacédo das células
do sangue. Nos concentramos nas idades gestacionais de 10,5 e 11,5 dg, mas ao
mesmo tempo nos preocupamos em analisar placentas de outras idades
gestacionais para ajudar a compreensdo do fenédmeno. A analise histoldgica e
caracterizagdo imunofenotipica foi bastante importante para contextualizar as
informagdes que a literatura traz e para definir os experimentos subsequentes e

determinar alvos moleculares para analise de expressao génica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a atividade hematopoética da placenta de camundongos durante

a metade da gestacao.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar sistematicamente a morfologia placentéria através de cortes histoldgicos
seriados e semi-seriados e usando coloracdes histolégicas convencionais e
especificas para avaliar a presenca de sitios de atividade hematopoética e sua

topografia neste érgéo;

e Caracterizar por imunohistoquimica e imunofluorescéncia as populacbes

celulares encontradas, bem como o nicho hematopoético na placenta,;

e Demonstrar o potencial de diferenciacdo vascular e hematopoética do cone
ectoplacentéario da placenta de camundongos a partir de experimentos de enxerto

heterélogo subcapsular renal;

e Caracterizar o perfil da expressédo génica das células hematopoéticas imaturas
CD41* da placenta ap0s seu isolamento por microdisseccdo a laser, buscando

evidéncias moleculares da sua origem embrionéria e o grau de diferenciagéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para o presente estudo foram utilizados camundongos de diferentes
linhagens. Camundongos Swiss Webster (SW) e C57BL/6 (B6) foram obtidos do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacdo Oswaldo Cruz
e manuseados no Laboratério de Patologia do Instituto Oswaldo Cruz (LABPAT/
IOC) seguindo as normas da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA; licenca
LW-44/13). Os demais camundongos foram manipulados na Queen’s University,
seguindo as normas da Comisséo de Cuidados Animais desta Universidade (UACC,
do inglés University Animal Care Committee). Estes incluiram camundongos B6
obtidos junto a Charles River Canada (St. Constant, QU, Canada) e outras trés
linhagens de camundongos geneticamente modificados: camundongos BALB/c-
Tg(UBC-GFP)30Scha/J (Balbc-GFP), C57BL6 PGF’ (Pgf) e camundongos
BALB/c-Rag2”/yc (Rag’yc’). Os camundongos Balbc-GFP expressam ubiquamente
a proteina verde fluorescente (GFP) e foram adquiridos junto ao Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, EUA). Camundongos Pgf’ foram desenvolvidos e doados pelo Dr
Peter Carmeliet do Center Transgene Technology & Gene Therapy, Flanders
Interuniversity, Institute for Biotechnology, University of Leuven, na Bélgica. Estes
animais sao knockout para o gene Pgf (do inglés Placental growth fator), por meio da
delecdo dos éxons 3-6 do gene Pgf localizado no Cromossomo 14. Os
camundongos imunocomprometidos Rag’yc foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Chandrakant Tayade da Queen’s Univerity e carecem de células NK e linfocitos T e
B devido a mutacdes em Rag2 (do inglés Recombinase activating gene-2) e na

cadeia y comum de receptores de citocinas (CD132).

Todos os animais foram mantidos em ciclos de 12 h claro-escuro e receberam
comida e 4gua ad libitum. Os camundongos knockout foram mantidos em gaiolas
com microisolador autoclavadas contendo maravalha, agua e racao estéreis. Os
camundongos imunocomprometidos Rag”’yc foram, além disso, mantidos em
instalagdes livres de germes (bioBUBBLETM, Fort Collins CO; Gaiola de ventilagao
positiva com filtro HEPA, Allentown Inc., Allentown NY). A criagdo em barreira incluiu

troca de ar oito vezes a cada hora e temperatura constante de 23°C. Além disso,
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eles receberam em dias alternados agua obtida por osmose reversa autoclavada e

acidificada (pH 2,9) ou agua suplementada com sulfametoxazol e trimetoprim.

Para obtencdo de fémeas gravidas, foram realizados acasalamentos
singénicos, bem como acasalamentos alogénicos entre fémeas B6 com machos
Balbc-GFP. A estratégia de acasalamento foi a mesma para todos os animais, na
gual camundongos fémeas foram colocadas na presenca do camundongo macho e
a deteccédo do tampao vaginal na manha do dia seguinte definia o dia gestacional
(dg) 0,5. Foram utilizadas fémeas em diferentes idades gestacionais de acordo com

0 objetivo pretendido.

3.2 Analise morfologica

3.2.1 Coleta de tecidos para estudo histologico

Camundongos possuem uma gestacdo de aproximadamente 20 dias. Para a
analise morfolégica da placenta, foram coletados sitios implantacionais de
camundongos fémeas SW, B6 e Pgf”. Foram coletados 50 camundongos SW
fémeas gravidas com 9,5 dg (n=7), 10,5 dg (n=25), 11,5 dg (n=14) 12,5 dg (n=3) e
14,5 dg (n=1); camundongos B6 fémeas gravidas com 10,5 dg que acasalaram com
machos B6 (n=6) ou Balbc-GFP (n=6); e oito Pgf” fémeas gravidas com 10,5 dg
(n=5) e 11.5 dg (n=3).

No dia correspondente a idade gestacional de interesse, os camundongos
foram eutanasiados por administracdo intraperitoneal de Cetamina-Xilazina (120
mg/Kg-16 mg/Kg em 0,04 mL) ou Pentobarbital sédico em dose letal (100 mg/Kg),
ou ainda por deslocamento cervical. Apés a constatacdo da morte do animal, foi
realizada laparotomia para exposicdo do utero gravidico e coleta dos sitios
implantacionais. A andlise macroscopica consistiu na contagem e analise de
viabilidade de cada sitio implantacional, determinada pelo tamanho e cor. Fetos em
processo de reabsorcdo — menores e com cor vermelho intenso — foram coletados,
mas nao fizeram parte deste estudo. Cada fémea SW possuia aproximadamente 12
sitios implantacionais viaveis enquanto as fémeas das outras linhagens possuiam 8-
10 sitios implantacionais viaveis, os quais foram utilizados para confeccdo de blocos
parafinados ou blocos congelados. Os 6rgéaos de algumas fémeas gravidas também

foram coletados, mas, com excecdo de alguns bacos que foram usados para
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controle positivo de algumas imunomarcacdes, ndao foram analisados no presente

estudo.

3.2.2 Producéo de blocos histologicos

A andlise morfoldgica exploratéria da placenta em busca de focos
hematopoéticos foi realizada inicialmente em camundongos SW. Por isso, foi
priorizada a obteng&o de blocos parafinados para os tecidos de camundongos SW,
de forma que todos os sitios implantacionais incluidos em parafina destes animais
foram analisados. Alguns sitios implantacionais de fémeas SW com 10,5 dg foram
coletados para obtencdo de blocos congelados. Todos os 6rgaos maternos dos
camundongos SW foram coletados e incluidos em parafina, embora ndo tenham

sido analisados para o presente estudo.

Ja os sitios implantacionais dos camundongos B6 fémeas que acasalaram
com machos B6 ou Balbc-GFP foram utilizados preferencialmente para obtencéo de
blocos congelados. Apenas alguns sitios implantacionais de cada cruzamento
(B6xB6 e B6xBalbc-GFP) foram destinados a inclusdo em parafina. O bago das
fémeas gravidas também foi coletado e congelado para controle positivo de

imunomarcacoes.

Entre os camundongos Pgf’-, quatro sitios implantacionais de cada fémea
gravida foram congelados enquanto os demais sitios implantacionais foram
processados para inclusdo em parafina. O baco destas fémeas também foi coletado,
com uma parte destinada para congelamento e a outra para obtencdo de blocos

parafinados, mas também nao fizeram parte do escopo deste trabalho.
e Obtencéo de blocos parafinados

Para obtencdo de blocos parafinados, os sitios implantacionais coletados
foram fixados em formalina em tamp&o Millonig a 10%, pH 7,3 modificado por
Carson (Carson et al, 1973) por 48 h a temperatura ambiente. Apés a fixacdo e
clivagem sagital dos sitios implantacionais, estes foram lavados em agua corrente
por aproximadamente uma hora e mantidos em etanol 50%. O material foi colocado
em processador automatico de tecidos Citadel 2000® (Shandon) programado para

banhos sucessivos de: desidratacdo em alcool etilico (um banho de alcool 70%, um
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banho de alcool 95% e cinco banhos de alcool 100%; 1 h 30 min cada), clarificacéo
em xilol (dois banhos; 1 h 30 min cada) e impregnacdo em parafina liquida 2°C

acima do ponto de fuséo (dois banhos; 1 h 30 min cada).

Alternativamente, os tecidos foram fixados a 4°C em Paraformaldeido (PFA)
4% por 24h e entdo mantidos a 4°C em alcool etilico 70%. Os sitios implantacionais
foram, entdo, clivados sagitalmente e colocados em processador automatico de
tecidos RTP™ (Triangle Biomedical Sciences) programado para banhos sucessivos
de: desidratacdo em alcool etilico (dois banhos de alcool 70%, um banho de alcool
80%, um banho de alcool 95% e quatro banhos de alcool 100%; 45 min cada),
clarificacdo em xilol a 40°C (dois banhos; 45 min cada) e impregnacao em parafina
liguida a 60°C (quatro banhos; 45 min cada). Apdés o processamento, todas as
amostras foram incluidas em parafina utilizando o inclusor de tecidos Histocentre 2

(Shandon) com a face sagital do corte orientada para baixo.
e Obtencéo de blocos congelados

Para congelamento, cada sitio implantacional foi colocado em um criomolde
contendo OCT (Tissue-tek ou Thermo Scientific™ Shandon™ Cryomatrix™), sem
fixacdo ou clivagem prévia. Apés o congelamento rapido em nitrogénio liquido, as
amostras foram mantidas em freezer -20°C ou ultrafreezer -80°C. O bago materno
também foi coletado, clivado e congelado de forma semelhante para controle

positivo de algumas imunomarcacoes.

3.2.3 Microtomia e coloracao

e Blocos parafinados

Dos blocos parafinados foram obtidos cortes histolégicos seriados e semi-
seriados em micrétomo rotativo HM 325 (Microm), com espessura de 5 um, que
foram colocados em laminas limpas, previamente revestidas com albumina, visando
técnicas de coloracdo histolégica, ou silano, para imnohistoquimica e

imunofluorescéncia.

Foram cortadas inicialmente 12 laminas de cada bloco, das quais a 12 e a 112
foram coradas pela técnica de coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) e em seguida

analisadas em microscopio de campo claro. Alguns dos demais cortes foram
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corados por Giemsa de Lennert. Quando arranjos hematopoéticos foram localizados
na microscopia de campo claro, laminas adicionais de cada bloco foram obtidas para
o aprofundamento do corte e/ou imunomarcacdo para caracterizacdo do sitio

hematopoético da placenta.

Técnica de coloracdo pela hematoxilina-eosina (Mayer, 1903)

Esta técnica tem por objetivo fornecer a visualizacdo do aspecto morfologico
geral das estruturas em andlise. Os tecidos foram desparafinados em trés banhos de
xilol, hidratados em uma série de concentracdes decrescentes de alcool etilico (trés
banhos de éalcool 100%, um de 95% e um de 70%) e lavados em agua destilada.
Procedeu-se a coloracdo pela hematoxilina de Mayer por 20 minutos, seguida de
lavagem em &gua corrente por 25 minutos. Posteriormente, os cortes foram
desidratados em alcool etilico a 70% por trés minutos. A seguir, foram submetidos a
coloracdo pela eosina-floxina por dois minutos. Apds rapida lavagem em alcool
etilico a 95%, os cortes foram desidratados em trés banhos de alcool etilico 100%,
clarificados em trés banhos de xilol e montados com laminulas, usando-se goma de
Damar como meio de montagem. Através do emprego desta técnica de coloracéo,
as estruturas basofilas, como o ndcleo, se coram em azul e as estruturas acidofilas,

como citoplasma, coram-se em rosa.

Técnica de coloracdo pelo Giemsa de Lennert (Lennert, 1978)

Esta técnica de coloracdo regressiva do tipo Romanowsky, tem por objetivo
permitir a diferenciacdo das diversas linhagens hematopoéticas, a partir da
evidenciacao diferencial dos componentes celulares. As estruturas basofilas, como o
ndacleo, coram-se em azul escuro e as estruturas aciddfilas, como citoplasma,
granulos basoéfilos e neutrofilicos coram-se em azul mais claro. As hemacias e os
granulos eosinofilicos coram-se em rosa. Os granulos de mastécitos coram-se desde
tonalidades arroxeadas a réseas. Para essa técnica de coloracdo, os cortes foram
desparafinizados em trés banhos de xilol, hidratados em uma série de
concentracfes decrescentes de alcool etilico (trés banhos de &lcool 100%, um de
95% e um de 70%) e lavados em agua destilada. ApOs a desparafinizacéo, os cortes
foram entdo corados em solucdo de Giemsa a 20% por 1 hora e diferenciados em
solugéo de &cido acético 0,5%, desidratados em alcool etilico 95% e trés banhos de
alcool isopropilico 100%, clarificados em trés banhos de xilol e montados com

laminulas, usando-se goma de Damar como meio de selagem.
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e Blocos congelados

Foram feitos cortes seriados de 6 um em criostato CM1850 UV ou CM1510 S
(Leica), que foram colocados em laminas limpas previamente revestidas com silano.
Os cortes congelados foram destinados a imunomarcacdo de determinados
anticorpos importantes para o aprofundamento da caracterizacdo da hematopoese
na placenta. Eles também foram submetidos a protocolo de imunohistoquimica para
avaliar a frequéncia das células imaturas hematopoéticas da placenta identificadas
com o anticorpo anti-CD41, uma glicoproteina transmembrana presente em

progenitores hematopoéticos durante o desenvolvimento embrionario.

3.2.4 Imunofluorescéncia: marcacao simples

As laminas contendo cortes parafinados foram primeiro desparafinizadas em
trés banhos de xilol por 10 min cada e em seguida hidratadas em banhos
decrescentes de alcool etilico por 5 min cada e mais 5 min em agua destilada. A
recuperacdo antigénica dos cortes parafinados foi feita por digestdo enzimatica com
proteinase K ou por calor em camara Pascal (Dako®, EUA), micro-ondas ou
aparelho de cozimento a vapor, utilizando tampéao citrato pH 6,0 ou Tris-EDTA pH
9,0. Ja as laminas contendo os cortes congelados foram fixadas em acetona por 15
min a -20°C e em seguida deixadas para secar em temperatura ambiente por mais
15 min e, entdo, lavadas em tampao fosfato (PBS) pH 7,2. Em alguns cortes foi
realizado o bloqueio de ligacdes inespecificas por 20 (cortes parafinados) ou 40
minutos (cortes congelados), utilizando CAS-block™ (00-8120, ThermoFisher

Scientific) ou albumina de soro fetal bovino (BSA), com ou sem adicdo de leite em

P

po.

Apds o blogueio, as etapas seguintes de imunofluorescéncia foram as
mesmas para os cortes parafinados e congelados. Os cortes foram incubados com
diferentes anticorpos primarios ou lectina (Tabela 3.1) em camara umida durante a
noite por aproximadamente 14 h a 4°C ou por 1 h a 37°C, dependendo do anticorpo.
Nos controles negativos, esta incubacéo foi feita com PBS ou isotipo. Para o0s
anticorpos primarios ndo-conjugados a fluoréforo, foi necessaria uma segunda
incubacdo de 1 h a 37°C com anticorpos secundarios ligados a fluoréforo para

reconhecimento de imunoglobulinas de diferentes espécies de animais do anticorpo
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primario (Tabela 3.2). Apés trés lavagens em PBS, alguns cortes foram contra-
corados com azul de Evans por 1 min (1:10.000, Sigma) e DAPI (4,6-diamidino-2-
fenilindol; 1:5.000 ou 1: 10.000, Life Technologies) por 10 min seguida da montagem
com laminula, utillizando meio de montagem Prolong Gold (P36934, Life

Technologies). Outros cortes foram montados diretamente com laminula utilizando

meio de montagem Prolong Gold ja contendo DAPI (P36931, Life Technologies).

Tabela 3.1. Anticorpos primérios e lectina utilizados na imunomarcacao.

Anticorpo anti- Descri¢éo * Catélogo Especificidade
ab28364 Molécula de adeséao celular endotelial
CD31 (PECAM) AcPo de coelho abcam plaquetéria expressa por células endoteliais,
plaguetas e leucécitos
CD41 [MWReg30] AcMo d 133903 Integrina a!l'b _presentfal (Tm plaquetas,
“FITC cMo de rato Biolegend megacariéeitos e células t,rqnco e
progenitores hematopoéticos
Receptor de transferrina envolvido na
CD71 (H-300) AcPo de coelho Ssi'gogg captacao de ferro. Presente em precursores
fuz eritroides
Citoqueratina AcMo de coelho ab53280 Reconhece os filamentos intermediarios de
8+18 [EP1628Y] abcam citoqueratina 8 e 18 de células epiteliais
c-Kit, CD 117, AcMo de coelho 117R-15 Receptor de células tronco e progenitores
[YR145] Cell Marque hematopoéticas que se liga ao SCF
EPO (N-19) AcMo de cabra sc-1310 Horménio incqproteico que regula a
St Cruz eritropoese
. ab30760 . .
Hepcidina-25 AcPo de coelho aboam Peptideo importante na homeostase do ferro
. ab15580 Proteina nuclear expressa em todas as
Ki67 AcPo de coelho abcam fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M)
ab14917 Do inglés Lymphatic vessel endothelial
LYVE1 AcPo de coelho abcam hyaluronan receptor 1, presente em células
endoteliais dos vasos linfaticos
. Reconhece as moléculas de adesé&o celular:
Pan(-é::ialdge)rlna AcPo de cabra Ssctgrfsg P-cadherin, N-cadherin, E-cadherin, K-
cadherin, M-cadherin e R-cadherin
Pan-citoqueratina AcMo de camundongo ab86734 Reconhece os filamentos intermediarios de
[AE1/AE3 + 5D3] abcam citogueratina 1, 4, 5 e 6 de células epiteliais
RUNX1/AML1 AcPo de coelho ab35962 Fator de transcrigdo importante para a
abcam hematopoese
SUONE e o CONGESSencelaionnt i protina
[D7]- FITC abcam pert ro
progenitores hematopoéticos
ab104401 Do inglés trophoblast specific protein alpha,
Tpbpa AcPo de coelho abcam proteina especifica das células
espongiotrofoblasticas e seus precursores
Hybridoma Reconhece os filamentos intermediarios de
Troma-l-s, EndoA AcMo de rato Bank citoqueratina-8 presente nas células
trofoblasticas de camundongos
VEGE AcPo de coelho RB-9031-P1 Importante fator aAngiogénico e
ThermoFisher vasculogénico
. . Filamento intermediario usado como
Vimentina AcMo de coelho ab92547 marcador de células e tecidos derivados do
[EPR3776] abcam
mesoderma
Glicoproteina envolvida na agregacéo
VWF AcPo de coelho 250A-16 plaquetaria importante para a homeostase.
(Fator VIII-RA) Cell Marque Presente no endotélio, plaquetas e
megacariocitos
Proteina produzida pelas células
a-fetoproteina AcPo de coelho ab46799 endodérmicas do saco vitelinico e figado
fetal durante o desenvolvimento

* Anticorpo monoclonal (AcMo), anticorpo policlonal (AcPo)
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Fonte Lectina Catélogo Especificidade

B-galactose (1—3) N-
acetilgalactosamina

Arachis hypogaea

conjugada a FITC PNA (Peanut agglutinin) L-7381

Tabela 3.2. Anticorpos secundarios utilizados na imunomarcagao.

Anticorpos secundarios Fluoréforo Catalogo

Cabra anti-IgG de coelho Alexa Fluor 488 A11008, Invitrogen
Jumento anti-IgG de cabra Alexa Fluor 488 A11055, Invitrogen
Cabra anti-IgG de camundongo Alexa Fluor 488 A11001, Invitrogen
Cabra anti-IgG de coelho Alexa Fluor 546 A11010, Invitrogen
Cabra anti-IgG de camundongo Alexa Fluor 546 A11005, Invitrogen
Cabra anti-IgG de coelho Alexa Fluor 594 A11012, Invitrogen
Cabra anti-IgG de rato Alexa Fluor 594 ab150160, abcam
Cabra anti-IgG de coelho Alexa Fluor 635 A31576, Invitrogen

Coelho anti-lgG de rato TRITC T-4280, Sigma

Além destes, outros anticorpos contra antigenos hematopoéticos e do nicho
hematopoético ou placentario foram testados, mas nao funcionaram. Entre eles os
anticorpos anti: CD45 (ab10558, abcam), Bl-espectrina (ab2808, abcam), CD34
(M7168, ThermoFisher), Flt-1/ VEGFR1 (RB-1527-P1, Life Technologies), Flk-
1/KDR/VEGFR2 (RB-1526-P1, Life Technologies), ESAM (ab73988, abcam),
hemoglobina (ab191183, abcam), EpoR (sc-697, St Cruz), Terll9 (09085B,
Pharmingen), BMP4 (ab39973, abcam), CXCR4 (ab65156, abcam), HSD3B1
(ab65156, abcam), Conexina 43 (sc13558, St Cruz), VCAM1 (ab106777, abcam),
Fall-3 (01581, Pharmingen), OB [A-2] (sc-842, St Cruz), OB-R [H-300] (sc-8325, St
Cruz), Grl1-FITC (01214D, Pharmingen), CD68 (ab201340, abcam), Thyl-FITC
(ab25672, abcam) e HIF1la (sc-12542, St Cruz).

3.2.5 Imunofluorescéncia: dupla marcacéao

Para as marcacfes duplas, foram utilizados protocolos de dois ou trés dias.
As etapas iniciais da técnica foram as mesmas da imunofluorescéncia descrita
anteriormente, até a incubagdo com o anticorpo primario. O primeiro anticorpo
primario ou seu controle negativo sempre foi incubado em camara umida durante a
noite por aproximadamente 14 h a 4°C. No dia seguinte, foi feita a lavagem em PBS
e a incubacao das laminas com o primeiro anticorpo secundario ligado ao fluoréforo
por 1 ha37°C.
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e Protocolo de dupla marcagao em dois dias

Foi feita a lavagem do primeiro anticorpo secundario em PBS, seguida da
incubacdo dos cortes com o segundo anticorpo primario, que podia ser ou nao
conjugado ao fluoréforo, por 1 h a 37°C. Para o0s anticorpos primarios nao-
conjugados, foi necessaria uma segunda incubacédo de 1 h a 37°C com anticorpos
secundérios ligados ao fluordforo. Apos trés lavagens em PBS, os cortes foram
contra corados com DAPI (1:5.000 ou 1:10.000, Life Technologies) por 10 min
seguida da montagem com laminula, utilizando meio de montagem Prolong Gold
(P36934, Life Technologies).

e Protocolo de dupla marcacao em trés dias

Apoés a lavagem do primeiro anticorpo secundario em PBS, os cortes foram
incubados em camara Umida com o segundo anticorpo primério ndo conjugado ao
fluoréforo durante a noite por aproximadamente 14 h a 4°C. No dia seguinte, foi feita
a lavagem em PBS seguida da incubacdo com o segundo anticorpo secundario
ligado ao fluoréforo. Apés trés lavagens em PBS, os cortes foram contra corados
com DAPI (1:5.000 ou 10.000, Life Technologies) por 10 min e entdo montados com
laminula, utilizando meio de montagem Prolong Gold (P36934, Life Technologies).

Os anticorpos primarios e secundarios utilizados para as duplas marcacdes

se encontram na tabela 3.1.

3.2.6 Analise, fotomicrografia e digitalizacédo das laminas

Os preparados histoldgicos obtidos pelas técnicas de coloragao histoldgica e
histoquimica foram analisados no LABPAT/ IOC em microscopio AxioObsever Z1
(Zeiss, Alemanha), equipado com lentes objetivas: Plan-NEOFLUAR 10X/0,3;
ACROPLAN 20X/0,45; Plan-NEOFLUAR 40X/1,3 oil DIC; ACHROPLAN 40X/0,65;
Plan-APOCHROMAT 63X/1,4 oil (Zeiss). A documentacao foi feita com camera
digital AxioCam mRc5 ou HRC (Carl Zeiss Vision, Alemanha). Adicionalmente,
algumas laminas foram escaneadas pelo equipamento VSlide (Metasystems,
Alemanha) equipado com lente Plan-APOCHROMAT 20X/0,8 (Zeiss).
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A analise dos preparados fluorescentes foi feita em microscopio de
fluorescéncia M1 (Zeiss, Alemanha) acoplado a camera AxioCam (Zeiss, Canada)
da Queen’s University e também no microscopio de varredura a laser confocal LSM
510 META (Zeiss, Alemanha) estruturado sob estativa Axiovert 200M, depois
substituido pelo confocal LSM 710 (Zeiss, Alemanha) estruturado sob estativa

AxioObserver Z2, da rede de Plataformas Tecnoldgicas da Fiocruz.

3.3 Técnicade fluorescéncia em Whole Mount

Para a técnica de imunofluorescéncia em Whole Mount foram utilizadas
placentas com 10,5 dg oriundas de camundongos fémeas B6 que acasalaram com
machos também B6. Depois de 10,5 dias da visualizagdo do tampéo vaginal, as
fémeas gravidas foram eutanasiadas para coleta das placentas. Apés a laparotomia
e macroinspecao do utero gravidico, este foi cortado transversalmente entre cada
sitio implantacional. Cada sitio implantacional foi lavado em PBS e entdo dissecou-
se a placenta utilizando magnificagdo do microscopio estereoscopio (Wild
Heerbrugg). A placenta foi separada do miométrio, feto e corddo umbilical. Apos a
disseccédo, a placenta foi entdo cortada sagitalmente para melhor penetracdo dos

anticorpos.

As duas metades de cada placenta foram transferidas para um tubo
Eppendorf contendo 200ul de PBA, uma mistura de PBS com BSA 1% e azida
sédica 1%. Foram adicionados 10ug/mL de anticorpo de boqueio para o receptor Fc
de IgG (anti-CD16/CD32; sobrenadante do hibridoma 2.4G2, ATCC) e 4ug/mL de
anticorpo primario diretamente conjugado ao fluoréforo. Foram utilizados os
anticorpos anti-CD31-PE [MEC13.3] (553373, BD Pharmingen) e anti-CD41-FITC
[MWReg30] (133903, Biolegend). Os tubos contendo as placentas foram colocados
em um agitador orbital e incubados a 4°C durante 1 h protegidos da luz. Apds esse
periodo, 1ml de PBA foi adicionado ao tubo para diluir o anticorpo e parar a reagao.
As placentas foram, ent&o, colocadas sobre laminas de microscopia e cobertas com
laminula para analise imediata e registro do tecido em microscopio de fluorescéncia

M1 (Zeiss, Alemanha) acoplado a camera AxioCam (Zeiss, Canada).
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3.4 Imunohistoquimica e quantificacao relativa das células CD41* no labirinto

da placenta

A quantificacdo dos progenitores hematopoéticos da regido de labirinto da
placenta foi feita através da contagem de células CD41 positivas obtidas ap6s
protocolo de imunohistoquimica. Foram utilizados blocos congelados de cinco sitios
implantacionais oriundos de duas fémeas B6 e de duas fémeas Pgf’- com 10,5 dg.
De cada bloco foram feitos cortes seriados de 6 ym em criostato CM1510 S (Leica).
Foram selecionados e submetidos a imunohistoquimica dois cortes de cada sitio
implantacional da regido sagital da placenta com pelo menos 42 ym de distancia
para evitar a contagem repetida de células. A contagem do namero total de células
CD41* foi feita por um Unico observador em microscopio de campo claro Eclipse
E200 (Nikon) sob magnificacdo de 400x. A andlise estatistica foi realizada atravées
do teste t de student. O célculo estatistico e o grafico representativo foram feitos no
programa GraphPad Prism version 5.0 software (GraphPad Software Inc.). Dados
foram estatisticamente significantes quando as diferencas apresentaram valores de
P<0,05.

Técnica de Imunohistoquimica

Os cortes congelados foram fixados em acetona por 15 min a -20°C. Em
seguida, as laminas foram deixadas para secar em temperatura ambiente por mais
15 min e entdo lavadas em PBS até a remoc¢do completa do OCT. Foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddgena por 5 min com peroxido de hidrogénio (H202) a
3% antes do bloqueio de ligacdes inespecificas com BSA e leite em pd. Apos
lavagens em PBS, os cortes foram incubados com o anticorpo anti-CD41 conjugado
a biotina [MWReg30] (133930, Biolegend) ou seu isotipo (400403, Biolegend) por 1 h
a 37°C. Apos a lavagem em PBS, os cortes foram incubados novamente com
estreptavidina (K0690, Dako) por 20 min a temperatura ambiente. A seguir, eles
foram lavados em PBS e revelados com 3,3-diaminobenzidina (DAB; K3468, Dako)
por 5 min. Os cortes foram lavados por 5 min em agua destilada e contra corados
por Hematoxilina de Harris (Wcor) por 1 min. Eles foram lavados por 5 min em agua
corrente e entdo, desidratados em banhos crescentes de alcool etilico (alcool 70%,
95% e 100%), clarificados em dois banhos de xilol e montados com laminulas,
usando-se goma de Damar.

71



3.5 Administracdo de Eritropoetina humana recombinante (rhEPO) em fémeas

gravidas

A rhEPO foi sintetizada pela primeira vez em 1977 utilizando a tecnologia do
DNA recombinante para clonar o gene humano da EPO (Miyake et al, 1977). Neste
trabalho, foi utilizada rhEPO produzida e doada pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos (Biomanguinhos/ Fiocruz). A rhEPO recebida e utilizada neste
estudo corresponde a isoforma alfa da proteina, em concentragéo de 4.000 Ul / ml e
cuja meia vida € de 72 h (Nascimento et al, 2015). Quatro fémeas SW receberam
uma dose Unica de 500U (10U/g/dose) de rhEPO pela manha por via subcutanea
aos 9,5 dg. Duas fémeas foram eutanasiadas 24 h depois (10,5 dg) e as outras duas
apoés 48 h (11,5 dg) através da administragdo intraperitoneal de Cetamina-Xilazina
(120 mg/Kg-16 mg/Kg em 0,04 mL). Foi realizada laparotomia para coleta dos sitios
implantacionais, os quais foram utilizados para confeccdo de blocos parafinados
conforma descrito anteriormente. Os 6érgdos das fémeas gravidas também foram

coletados, mas néo foram analisados para este trabalho.

De todos os sitios implantacionais, foram obtidos 12 cortes histolégicos
seriados de cinco um cada em micrétomo rotativo HM 325 (Microm). A 12 e a 112
laminas foram coradas HE. Cortes seriados adicionais foram obtidos nos sitios
implantacionais das fémeas com 10,5 dg nos quais foram realizadas
imunofluorescéncia simples e de dupla marcagcdo conforme protocolo supracitado
(3.2.6).

3.6 Enxerto subcapsular renal

3.6.1 Acasalamentos

Cones ectoplacentarios (EPC) de embrides com 7,5 dg foram cirurgicamente
implantados no espaco subcapsular renal de camundongos fémeas gravidas Rag”
yc. Para cada rim, foram inseridos dois EPC em um total de quatro enxertos por
animal. Os fetos doadores do EPC foram obtidos a partir do acasalamento entre
camundongos fémeas B6 com machos Balbc-GFP, para que o enxerto pudesse ser

identificado pela presenca da proteina GFP. Para cada camundongo doador com 7,5
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dg, procurou-se utilizar uma ou duas fémeas Rag”’yc gravidas como receptores,
obtidas a partir de acasalamentos homologos. Ao todo, 6 fémeas B6 foram utilizadas
como doadoras de cones ectoplacentarios, enquanto 11 fémeas gravidas Rag’yc

receberam os enxertos.

3.6.2 Preparo do enxerto: disseccao do cone ectoplacentario

No dia do procedimento, as fémeas gravidas doadoras foram eutanasiadas
para realizacdo de laparotomia. Os sitios implantacionais viaveis foram transferidos
para placa de Petri contendo PBS estéril para dissec¢cdo sob magnificacdo de
microscopio estereoscopio (Wild Heerbrugg). A parede uterina foi removida para
retirada dos sitios implantacionais. Cada sitio implantacional compreendia o embrido
revestido completamente pelas deciduas mesometrial e antimesometrial. Com 0 uso
de uma pinca de disseccdo muito fina (n°5), foi feita uma incisdo longitudinal na
extremidade antimesometrial da decidua, abrindo-a em duas metades para expor o
embrido (Fig 3.1-A). O cone ectoplacentario se destacou dos tecidos embrionarios
pelo seu formato cbnico e coloracdo avermelhada localizado na extremidade em
contato com a decidua mesometrial (Fig 3.1-B). Os EPCs foram coletados e
transferidos para nova placa de Petri contendo meio de cultura CFU-Hill (05901,
StemCell Technologies), onde permaneceram em temperatura ambiente até que o
animal receptor estivesse pronto para receber o enxerto. O cone ectoplacentario de
camundongos aos 7,5 dg contém uma massa interna central de células diploides
proliferativas (as células tronco trofoblasticas) e CTG periféricas (Bevilacqua et al,
2014b).

Figura 3.1. Disseccédo do cone ectoplacentéario (EPC). (A) Isolamento dos sitios implantacionais da
musculatura uterina. A partir da extremidade antimesometrial (a) € feito um corte transversal para-
sagital representado pela barra azul. (B) Esquema representativo e o0 embrido apés seu isolamento.
O cone ectoplacentario é facilmente identificado com ajuda do microscépio estereoscépio pela cor
avermelhada e formato conico. m: decidua mesometrial. Adaptado de Bevilacqua et al (2014).
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3.6.3 Implante do EPC no espaco subcapsular renal do camundongo receptor

Cada camundongo receptor recebeu uma dose de Meloxicam (1 mg/Kg), um
anti-inflamatério nao-esteroide, pertencente a classe do acido endlico, por via
subcutanea 30 minutos antes da sedacdo do animal por Pentobarbital sédico (85
mg/Kg) por via intraperitoneal. Em seguida, foi realizada a tricotomia na regiao
dorsal do quadril para entdo fazer uma pequena incisao na topografia do rim direito,
a qual permitiu a exposicao deste 6érgao. Com o auxilio de duas pincgas cirargicas de
ponta fina, foi produzida uma descontinuidade na superficie lateral da capsula renal,
onde o enxerto viria a ser inserido. Neste momento, dois EPC foram aspirados em
uma micropipeta de vidro e entdo inseridos sob a capsula renal, com cautela para
respeitar distancia da glandula suprarrenal. Com cuidado, o rim direito foi devolvido
a cavidade abdominal e o mesmo procedimento foi realizado no rim esquerdo.

No final do procedimento, a incisdo na pele foi fechada por grampos e o0s
animais receberam 1 mL de solucéo fisiologica estéril por via subcutanea, no dorso.
Os camundongos foram acompanhados até a recuperacdo da anestesia, sendo
mantidos em placa aquecedora e com lubrificante nos olhos (Specicare Lubrithal).
Durante esse periodo também foi realizada a mudanca de decubito periodicamente,
como profilaxia de tromboembolia pulmonar. Eles ainda receberam Meloxicam (1

mg/Kg) uma vez ao dia durante os trés dias que se seguiram a cirurgia.

3.6.4 Coleta, processamento e analise do enxerto

Os camundongos receptores que sobreviveram (n=8) foram eutanasiados trés
dias ap6s a cirurgia para coleta do enxerto. Além dos rins contendo o enxerto, foram
coletados os bacos e sitios implantacionais das fémeas que mantiveram a gestacao,
embora estes ultimos ndo tenham sido analisados para o presente estudo. Os
tecidos foram fixados em PFA 4% a 4°C por 24h e entdo mantidos em alcool etilico
70% até serem processados e incluidos em parafina em metodologia semelhante a
supracitada (item 3.2.3). Apenas um enxerto e o bac¢o do respectivo animal receptor
foram coletados para congelamento rapido em nitrogénio liquido na presenca de

OCT, os quais foram entdo mantidas em ultrafreezer -80°C.

A presencga e o crescimento do enxerto foram detectados macroscopicamente

e pela imunomarcacdo com o anticorpo anti-GFP (ab13970, abcam), em protocolo
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de imunofluorescéncia semelhante ao descrito na secdo 3.2.4. Dos blocos
parafinados foram obtidos cortes histolégicos de 5 um em micrétomo rotativo HM
325 (Microm). Os blocos congelados foram cortados em criostato CM1850 UV ou
CM1510 S (Leica) com espessura de 6 pum. A principio foram obtidos trés cortes de
cada bloco. Destes, uma lamina foi corada com HE. As outras duas foram
destinadas a immunofluorescéncia, uma para deteccdo do enxerto com o anticorpo
anti-GFP e a outra lamina como controle negativo. Uma vez detectada a presenca
da proteina GFP nos enxertos, realizou-se imunofluorescéncia para deteccdo da
proteina de espongiotrofoblasto Tpbpa e citoqueratina-8, bem como para a detecc¢éo
de GFP em combinacdo com os marcadores hematopoéticos e mesenquimais
Runx1, vimentina, VWF e CD31 (Tabela 3.1). As analises foram feitas como descrito
na secao 3.2.7.

Protocolo de imunofluorescéncia para GFP

As laminas contendo os cortes congelados das areas de enxerto e do baco
foram fixadas em acetona por 15 min a -20°C. Em seguida, secaram em temperatura
ambiente por mais 15 min e foram entdo lavados em PBS para remocdo completa
do OCT. J& os cortes parafinados foram desparafinados em trés banhos de xilol por
10 min, hidratados em uma série de concentracbes decrescentes de alcool etilico
por 5 min cada (trés banhos de alcool 100%, um de 95% e um de 70%) e lavados
em 4gua destilada. Foi feita a recuperagdo antigénica por calor em citrato de sédio
pH 6,0 (camara Pascal ou micro-ondas).

Em seguida, foi feito o bloqueio de ligacBes inespecificas utilizando-se BSA
5%, ou BSA 5% com leite em po6 dissolvido, por 1 h em temperatura ambiente. Apés
trés lavagens em PBS, os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti-GFP
em camara umida durante a noite por aproximadamente 14 h a 4°C. Nos controles
negativos esta incubacéo foi feita com PBS. Apds a lavagem em PBS, foi realizada
uma segunda incubacdo de 1 h a 37°C com anticorpo secundario ligado ao
fluoréforo Alexa Fluor 488 (A11039, Invitrogen). ApéGs trés lavagens em PBS, os
cortes foram incubados com DAPI (1:10.000, Life Technologies) por 10 min e entdo
montados com laminula, utilizando meio de montagem Prolong Gold (P36934, Life

Technologies).

Para as marca¢fes duplas os anticorpos hematopoéticos e mesenquimais

foram os primeiros a serem incubados em camara umida overnight. Apos a lavagem
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destes em PBS, foi realizada uma incubacdo de 1 h a 37°C com anticorpo
secundario ligado a Alexa Fluor 546 (A11010, Invitrogen). Apdés a lavagem, foi
realizada uma segunda incubagdo com o anticorpo anti-GFP por 1 h a 37°C. Ap0s
lavagem, uma terceira incubacdo de 1 h a 37°C com o anticorpo secundério de
reconhecimento do anticorpo GFP ligado a Alexa Fluor 488. Os cortes foram lavados
e entdo contra corados com DAPI (1:10.000, Life Technologies) e montados com

laminula, utilizando meio de montagem Prolong Gold (P36934, Life Technologies).

3.7 Microdisseccéo a laser

Para a técnica de microdisseccdo a laser foram utilizados diferentes sitios
implantacionais de camundongos B6 fémeas com 10.5 dg que acasalaram com
machos B6 (n=1) ou Balbc-GFP (n=4). No dia da coleta, a bancada de disseccéo e
todos os instrumentos utilizados foram previamente tratados com inibidor de RNase
(Termo Fisher Scientific). Ap0s eutanasia das fémeas gravidas por deslocamento
cervical, foi realizada a laparotomia e disseccao dos sitios implantacionais conforme
descrito anteriormente. Cada sitio implantacional foi lavado em PBS estéril pH 7,4
(10010-023, Life Technologies) e colocado em criomolde contendo OCT, sem
clivagem. Em seguida, os blocos foram congelados rapidamente em nitrogénio

liquido e armazenados em ultrafreezer -80°C.

No dia da microdisseccdo, todo o material utilizado também foi tratado
previamente com inibidor de RNAse, incluindo o criostato CM1850 UV (Leica), as
navalhas, a bancada e as cubas de coloracdo. Os tecidos congelados foram
cortados até atingir a regido de labirinto. A partir de entdo, foram feitos cortes
seriados de 7 ym montados em laminas de membrana de naftalato de polietileno
(415190-9041-000, MembraneSlide 1.0 PEN, Zeiss) (Fig. 3.2-A). Foi preparada
apenas uma lamina por vez, a qual continha de cinco a sete cortes de sitios
implantacionais. Cada lamina foi, entdo, submetida ao protocolo rapido de
imunohistoquimica para identificar as células hematopoéticas imaturas CD41* da
regido de labirinto da placenta. Todos 0s reagentes da imunohistoquimica foram
preparados a fresco, sendo diluidos no mesmo dia da microdisseccdo. Os

reagentes, assim como os alcoois, foram diluidos em PBS estéril ou agua livre de
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nucleases. Além disso, eles também eram suplementados com inibidor de RNAse
(ThermoFisher Scientific) ou RNA later (Ambion).

Protocolo rapido de imunohistoquimica para microdisseccéao a laser

As laminas foram mantidas a -20°C no interior do criostato por 1 min para
aumentar a aderéncia do corte as laminas de membrana. Os cortes de sitios
implantacionais foram entdo fixados em alcool etilico 70% e depois lavados em 4gua
livre de nucleases por 45 seg cada. Os cortes foram incubados por 5 min com
peroxido de hidrogénio (H202) a 10%, lavados e incubados por mais 5 min em BSA
5%. ApoOs lavagem rapida em PBS estéril, adicionou-se aos cortes o0 anticorpo anti-
CD41-biotina (133930, Biolegend) por 5 min, seguida de lavagem e incubagéo com
ExtrAvidina Peroxidase (E2886, Sigma-Aldrich) por 2 min. A revelacdo do anticorpo
foi feita com DAB (ab64238, Abcam) durante 3 min. Os cortes foram lavados em
agua destilada livre de nucleases (10977015, Life Technologies) e entédo corados por
15 seg em hematoxilina de Harris (26108-01, Electron Microscopy Sciences)
previamente filtrada. Para finalizar, as laminas foram imersas em cubas contendo

alcool etilico 70%, 95% e 100% por 15 seg cada, seguida de secagem rapida.

A microdissec¢ao a laser foi realizada no equipamento PALM® MicroBeam
(Zeiss) da Queen’s University através do programa PALM RoboSoftware. As células
CD41* foram identificadas e selecionadas no microscopio e em seguida, um feixe de
laser ultravioleta foi direcionado ao redor das células de interesse, recortando-as. O
raio estreito do laser garante que as células de interesse permanecam intactas ao
mesmo tempo que afasta o tecido adjacente indesejavel (Bidarimath et al, 2015). As
areas de interesse foram entdo removidas por um pulso de laser para o tubo coletor.
Foi utilizado tubo coletor com uma cobertura adesiva de silicone na tampa (415190-
9201-000, Zeiss) que dispensa o uso de tampé&o (Fig. 3.2-B). Esta aquisicdo de
células sem contato garante a pureza do material dissecado sem qualquer
contaminacgao cruzada das células vizinhas (Bidarimath et al, 2015; Vandewoestyne
et al, 2013). No final, 250yl de tampdo RL do kit Total RNA Purification (Norgen
Biotek Corp, Thorold) foram adicionados aos tubos coletores, que foram entdo
homogeneizados em voértex e armazenados em ultrafreezer -80°C com a tampa

voltada para baixo.
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Figura 3.2. Instrumentos da microdissec¢do a laser. (A) Imagem da lamina de membrana
comercial 1.0 PEN, Zeiss. A membrana é feita de naftalato de polietileno (PEN) e auxilia 0 processo
de catapulta preservando a morfologia do tecido e a recuperacdo de RNA. (B) Tubo coletor da Zeiss
contendo uma cobertura adesiva de silicone na tampa (seta) que dispensa a utilizacdo de liquidos
para a captura das células durante o procedimento. Imagem adaptada de Bidarimath et al (2015).

3.8 Anadlise da expressao génica do material microdissecado

3.8.1 Extracao de RNA

A extracdo do RNA total apds a coleta de células por microdisseccéo a laser
foi feita com o kit Total RNA Purification (Norgen Biotek Corp). Para obter
guantidade de RNA suficiente para realizar a andlise de expressado génica, foi feito
um pool de 4-6 amostras. Os tubos coletores contendo os fragmentos de células
microdissecadas em tampao RL foram retirados do ultrafreezer -80°C e colocados
na estufa a 37°C por 45 min com a tampa voltada para baixo. Os tubos foram
agitados algumas vezes em vortex durante o periodo de incubacdo. Foram
adicionados 250 ul de etanol absoluto (Biologia Molecular) em cada tubo e as
amostras foram entdo adicionadas na coluna de separacao e centrifugadas a 10.000
RPM por 2 min. O sobrenadante foi removido e 400 ul de solucéo de lavagem do kit
foram adicionados a mesma coluna e centrifugado a 10.000 RPM por 2 min,
repetindo este processo para otimizar a lavagem. O sobrenadante foi removido e a
coluna de separacdo foi transferida para tubo Eppendorf de 1,7 mL. Foram
adicionados 50 pL de solugao de eluigdo do kit seguidos de centrifugagao por 2 min
a 200 RPM e de 1 min a 14.000 RPM, repetindo este passo para maximizar a coleta
do RNA (resultando em dois tubos por amostra). A quantidade e qualidade do RNA
total purificado foram aferidas em espectrofotdmetro NanoDrop (Life Technologies).

Foram usadas apenas amostras consideradas com alto grau de pureza com base
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nas razoes A260/280 e A260/230. Os tubos de RNA total purificados foram

armazenados no ultrafreezer -80°C.

3.8.2 Obtencédo de cDNA

O cDNA foi obtido a partir do RNA total purificado utilizando o kit First-strand
cDNA synthesis (27-9261-01, GE Healthcare), seguindo as recomendacfes do
fabricante, em uma reacdo com volume final de 20 pL. Primeiro, as concentraces
de RNA das diferentes amostras foram diluidas com base na amostra com menor
concentragdo de RNA (LCM 006-1 com 4,7 ng/ pL). Em seguida, 8 pyL de RNA
diluido foi adicionado a 7 yL de Master mix (1 puL notID primer, 1 uL dTT e 5 pL Bulk
strand mix). Inicialmente, os tubos foram aquecidos a 65°C por 10 min e entao
resfriados em gelo. Para a reacéo final de sintese, a mistura foi incubada a 37°C
durante 1 h. O cDNA obtido foi quantificado em espectrofotdmetro e armazenado a -
80°C.

3.8.3 Expresséo génica por PCR em tempo real
e Desenhos dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os iniciadores foram desenhados com o Primer-BLAST (Primer3, NCBI),

disponivel através do endereco: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, a

partir da sequéncia de RNAm de referéncia (RefSeq RNA, NCBI) de Mus musculus.
Durante esse processo, 0s oligonucleotideos foram desenhados de modo a
flanquear ao menos um intron e/ou estar sobre uma juncdo éxon-éxon sempre que
possivel. Além disso, os primers foram construidos de modo a amplificar todos os
transcritos variantes, quando existentes. Outros fatores também foram
personalizados, como: (i) tamanho do iniciador; (ii) tamanho do produto; (iii)
temperatura de anelamento dos iniciadores; (iv) conteddo GC do iniciador; (V)
chance de pareamento entre o par de iniciadores e dentro do mesmo iniciador; e (vi)
forca de anelamento na extremidade 3’ do iniciador. Por fim, os oligonucleotideos
foram analisados com a OligoAnalyzer 3.1 (IDT,

https://www.idtdna.com/calc/analyzer) para descartar aqueles favorecendo a

formacdo de hairpins, homodimeros e heterodimeros, cujo cutoff adotado foi um
deltaG >= -9 kcal/mole. A tabela 3.3 mostra 0os genes e as sequéncias de
oligonucleotideos utilizados neste trabalho. Nela, os trés genes desenhados para

normalizar os niveis dos genes estdo destacados.
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Tabela 3.3. Genes e as sequéncias dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho. Os trés Ultimos
genes relacionados, aqui sombreados, foram desenhados como normalizadores.

Gene Oligo sequence (5’ - 3°)
Symbol Entrez ID Forward Reverse
ltgazh (CDA1) 16399 TGTGCTAAGCCTCAACGTGT GGATGATCCGTGTCTGCTCC
Cd93 (AA4.1) | 17064 ATCAGTACAGCCCAACACCAG GAAGGTAGTGGCAGCTGTCT
Ptprc (Cd45) 19264 | GCTGAATACCAGAGACTTCCTTC TGCTCATCTCCAGTTCATGCT
Pecaml (Cd31) = 18613 CACGCTGGTGCTCTATGCAA TTCGAGGTGGTGCTGATGTC
vt 20371 | CCATGTGTTACTGTGAAGATGGCT GACACACCAGCTTGACCATG
Runx1 12394 AACGATGGCTTCAGACAGCA CTCGTGCTGGCATCTCTCAT
Ly6a(Scal) | 110454 = GACTGGAGTGTTACCAGTGCT TGAGAATCCACAATAACTGCTGC
Kit 16590 TTCTGCACTCAACGGAGCC TACGAGTCTATTCTTGCGGATCTC
Epo 13856 = GAATGGAGGTGGAAGAACAGGC CAGGATGGCTTCTGAGAGCAG
Epor 13857 TCTGGTGTTCACTGCCAACAG TCCAGGAGCACTACTTCATTGA
Cdh5 (VE-Cad) 12562 CAACCATGACAACACCGCCAA CACGGTTAGCGTGCTGGTTC
Spi1 (Pu.1) 20375 | TCCATCGGATGACTTGGTTACT TCCCAGTAGTGATCGCTATGG
Hbb-b1 15129 CTTCAGGCTCCTGGGCAATAT ATGCTCTCTTGGGAACAATTAACC
Hbb-b2 15130 AGAACTTCAGGCTCCTAGGC GGGACATATAACCTTTGTGCATAGA
Hbb-y 15135 TGGGAACTTGTCCTCTGCTTC CCAGCACATTACCCAAGAGTTTG
Hbb-bh1 15132 AGGAGAAACTCTGGGAAGGCTC AAGCCCAAGGATGTCAGCAC
Hba-x 15126 TAGAGAGGCTCTTCTGCAGCT CAACTGCTGAGACCCATGGT
noaal 2| CCGTCAACTTCAAGCTCCTGAG GGCAGCTTAACGGTACTTGGA
Cdx2 12591 TGCTGTAGGCGGAATGTATG GCTTGTTTGGCTCGTTACAC
Eomes 13813 GCAGGGCAATAAGATGTACG CTGAGTCTTGGAAGGTTCA
ElfS 13711 ATTCGCTCGCAAGGTTACTC AAGCAACTGGAATCAGCATAGT
Epcam 17075 TGCTCCAAACTGGCGTCTA GCTTTATCCTCCTCCCAGACTT
Gemt 14531 AGCAGTTTCAGCCTCCTGTC CAAGTTTGCAGGTCTTCGTAGT
Syna 214292 CCCTTGTTCCTCTGCCTACTC GCTGGGTTTGGATGGATAAG
Ly6e 17060  TGGCTTGCGAACCTTCAGCAGAT TCCTGGCATGAAACTGGCCACA
Ctsq 104002 =~ AACTAAAGGCCCCATTGCTAC CAATCCCCATCGTCTACCC
Tpbpa 21984 CGCAGTTGGATGCTGAACT CGGAGGCACTCATTTCTATGT
Aldh1a3 56847 GGGCAGACGGATAGGATATG GCAAAGTCAGAGCTGGGTAAG
Pcdh12 53601 TGGCTGTGGCAGGAATCTAT AAGACCCGAGTGCCCTAAC
Prisd (PI1) | 215028 CTGCTGACATTAAGGGCA AACAAAGACCATGTGGGC
Esrrb 26380 | CGCCATCAAATGCGAGTACATGC GAATCACCATCCAGGCACTCTG
Ehox 57737 | TTCGGTTTTCACAACCTCAGGAA = TAACTCGAGCTTCTGAAGTGCTCTCTCCTCTT
Krts 16691 GGATGTGGACGAAGCATACA AGACTGCAACTCACGGATCTC
Itgad 16401 GCCTGGAGGAGAGGGATAAC TGCCCACAAGTCACGATAGA
Veaml 22329 GAACCCAGGTGGAGGTCTACT CCAGATGGTCAAAGGGATACAC
Trc (Cd71) 22042 GTTCGTACAGCAGCGGAAGT TCAATTCAACGTCATGGGTAAG
vim 22352 CATTGAGATCGCCACCTACAG GGTGTCAACCAGAGGAAGTGA
Myb 17863 TGCCAATTATCTCCCGAATCG AACAGACCAACGTTTCGGACC
Cdo 12527 TGTTCTTCGGGTTCCTCTTG CACCTCATCCTTGTGGGTATAG
Kdr (FIK1) 16542 | TTTGGCAAATACAACCCTTCAGA GCAGAAGATACTGTCACCACC
Pgkl 18655 ~ CTGACTTTGGACAAGCTGGACG GCAGCCTTGATCCTTTGGTTG
Sdha 66945 GCTCCTGCCTCTGTGGTTGA AGCAACACCGATGAGCCTG
Gapdh 14433 GGGTCCCAGCTTAGGTTCAT CCCAATACGGCCAAATCCGT
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e Pré-amplificagcdo do cDNA

Uma vez que amostras provenientes de microdissec¢do comumente resultam
em um baixo rendimento na extracdo de RNAm, foi necesséaria uma etapa de pré-
amplificacdo do cDNA antes da qPCR (Li et al, 2008). Para isso, utilizamos o
sistema TagMan® PreAmp Master Mix (ThermoFisher Scientific), seguindo as
recomendacdes do fabricante para uma reacéo final de 50 pL e 10 ciclos. O preparo
do ensaio de pré-amplificacdo consistiu em 25 uyl de TagMan PreAmp Master Mix
(2X), 12,5 pyL da combinacao dos primers utilizados para a gPCR (10 yM) e 12,5 pL
de cDNA. A ciclagem empregada foi de: 10 min a 95 °C seguidos de 10 ciclos de
95°C por 15 seg. e 60 °C por 4 min, em um termociclador (Applied Biosystems
GeneAmp® PCR System 9700). Ap6s a pré-amplificacdo, o material resultante foi

diluido cinco vezes (1:5) em agua WFI.

e Reacédo de gPCR

Para a reacdo de gPCR, foi utilizado o reagente Fast SYBR® Green Master
Mix Real-Time PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific), de acordo com as
instrucbes da fabricante. Para isso, 10 ng do cDNA pré-amplificado foram
combinados com Fast SYBR® Green Master Mix 2X e 0,2 uM do par de cada
oligonucleotideo (senso e antisenso) para um volume final de 10 pyL. Para cada
amostra, foram amplificados os genes de interesse e trés genes de referéncia
(Gapdh, Pgkl e Sdhl) em duplicata. As reacdes foram conduzidas no ViiA 7 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies, EUA) nas seguintes
condicBes: 95 °C por 20 seg, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 3 seg, e 60 °C por
30 seg. No final da reacéo, incluiu-se uma etapa de determinagcdo da curva de

dissociacao dos produtos de qPCR.

e Analise dos dados de gPCR

Apoés amplificacéo, as curvas de dissociacdo foram avaliadas no software do
equipamento (QuantStudio™ Software V1.3, ThermoFisher Scientific, USA). Nessa
etapa, excluiu-se as reacdes que apresentaram curvas que sugerissem amplificacao
de produtos inespecificos ou formacdo de dimeros de primers. Em seguida, 0s
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dados brutos foram exportados em formato .XLS. As eficiéncias médias de cada
reacdo de gPCR foram calculadas no software LinRegPCR v. 2017 (Ruijter et al,
2009). Finalmente, os dados de expressao génica normalizados foram calculados de
acordo com o método proposto por Pfaffl (Pfaffl, 2001), levando-se em consideracao
a eficiéncia individual de cada reacdo. Os resultados foram organizados na forma de
heatmaps representativos feitos no programa GraphPad Prism version 5.0 software
(GraphPad Software Inc.). Além do heatmap contendo a expressao relativa de todos
0s genes, os 40 genes de interesse foram ainda organizados em trés grupos para
tracar perfis génicos relacionados a hematopoese, eritropoese e de origem
embrionaria. Os heatmaps de perfis foram organizados do gene mais expresso para

0 menos expresso, com excecdo das hemoglobinas que ficaram agrupadas.

O perfil hematopoético teve genes agrupados por serem comumente
expressos em células tronco e progenitores imaturos durante a vida embrionaria
(VE-Cad, Cd31, AA4.1, Flk1, CD41, Scal, c-Kit, Cd45, Vim), contendo alguns genes
exclusivos da linhagem hematopoética definitiva (Runxl e PU.1). Outros genes
incluiram aqueles expressos em células tronco adultas (Vwf), além de Epo e CD71.

Os genes agrupados no perfil eritropoético foram aqueles expressos por
células da linhagem eritroide em diferentes graus de maturagéo (CD71, Epor, Epo),
nos quais alguns séo prevalentes em células eritroides primitivas (Cd9) ou definitivas
(Myb). Além disso, o perfil incluiu genes de hemoglobinas embrionarias (Hba-x, Hbb-
y, Hbb-bh1) e adultas (Hba-al, Hbb-b1, Hbb-b2).

O perfil de origem incluiu genes expressos em fases iniciais e tardias do
desenvolvimento dos tecidos que formam a placenta. Estes foram genes expressos
em tecidos mesenquimais (Vim, Itga4, Flk1), endotélio hemogénico (VE-Cad, Cd31)
ou em células trofoblasticas (Tpbpa, Pcdhl2, CD71, Aldhla3, Gecml, Cdx2, Esrrb,
Citoqueratina-8, Ly6e, Vcam1, Syna, Ehox, Epcam, CtsQ, Itga4, EIf5, Eomes).

Cada gene foi analisado em duplicata. Apenas aqueles que se comportaram
de forma semelhante entre as replicatas foram considerados amplificados. Além
disso, foi utilizada a placenta inteira, sem microdissecc¢éo para confirmar a eficiéncia

da reacdo das amostras microdissecadas e para validar os primers.
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3.8.4 Reacdo de gPCR em amostras de placenta total como controle das

analises de material microdissecado

e Coleta das placentas

Foram coletados sitios implantacionais de um camundongo SW fémea com
10,5 dg para serem utilizadas como controle do material microdissecado. No dia da
coleta, a bancada de disseccéo e todos os instrumentos utilizados foram tratados
com inibidor de RNase (RNase away, ThermoFisher Scientific). Apds eutanasia das
fémeas gravidas foi realizada a laparotomia e disseccdo dos sitios implantacionais
conforme descrito anteriormente. Cada sitio implantacional foi lavado em PBS estéril
pH 7,4 (10010-023, Life Technologies) e, entdo, a parede uterina foi removida,
seguida da separacédo da placenta do feto e corddo umbilical. Individualmente, cada
placenta foi macerada mecanicamente com ajuda de um bisturi e entdo colocada em
Eppendorf contendo 1ml de TRIzol™ (ThermoFisher Scientific). Os Eppendorfs

foram armazenados em ultrafreezer -70°C até o dia da extracao.

e Extracdo do RNA e obtencdo do cDNA

A extracdo do RNAm foi realizada com TRIzol™ (ThermoFisher Scientific)
seguindo o protocolo do fabricante a partir de aproximadamente 60 mg de placenta
adulta. Em seguida, o RNA foi quantificado por fluorimetria (Qubit, ThermoFisher
Scientific) e analisado quanto a integridade por eletroforese em gel de agarose
desnaturante. Apos sele¢do das amostras de qualidade, 1000 ng de RNA integro foi
transcrito em cDNA com SuperScript™ VILO™ Master Mix (ThermoFisher Scientific),
de acordo com recomendacdes da fabricante. Por fim, 10 ng de cDNA foram
amplificados por reacdo de RT-PCR com o kit Fast SYBR™ Green Master Mix
(ThermoFisher Scientific), também de acordo com protocolo especificado pelo

fabricante.

83



e Reacédo de qPCR e andlise dos dados

A reacao de gPCR foi a mesma do material microdissecado, nos quais foi
utilizado o reagente Fast SYBR® Green Master Mix Real-Time PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific) de acordo com as instrucdes da fabricante. A analise dos
dados foi feita de forma semelhante ao material microdissecado utilizando o mesmo
gene de referéncia para os calculos. No final também foi gerado um heatmap
representativo no programa GraphPad Prism version 5.0 software (GraphPad

Software Inc.).
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4 RESULTADOS

As figuras apresentadas nessa secao foram orientadas de forma que a porgéo
mesometrial do Utero encontra-se a esquerda da pagina, enquanto a porcao
antimesometrial e o feto estariam localizados no lado direito se estivessem

presentes na imagem. Algumas excecdes foram indicadas na legenda.

4.1 A morfologia da placenta de camundongos

Sabe-se que o desenvolvimento dos sitios implantacionais ndo € sincrénico,
mesmo entre fetos da mesma ninhada, mas as caracteristicas principais da placenta
sdo comuns as idades gestacionais e foram descritas a seguir. A maior parte da
placenta de camundongos SW aos 9,5 dg consistiu na decidua materna (Fig. 4.1.1-
A). As CTG formaram uma camada espessa de células em direcdo a decidua, ainda
em processo de decidualizacédo (Fig. 4.1.1-A, B, E). Enquanto isso, poucos vasos
fetais e lagos de sangue materno se organizaram em meio a ilhas de trofoblasto no
labirinto em formagéo (Fig. 4.1.1-C, E). Durante a morfogénese do labirinto, foi
possivel observar vasos sanguineos da placa coribnica penetrando o labirinto

envolvidos por células trofoblasticas (Fig. 4.1.1-D).

Aos 10,5 dg, a placenta de camundongos SW possuiu uma organizagdo mais
madura e foi possivel distinguir as regides principais: decidua basal, zona de juncao,
composta por uma camada de CTG e de espongiotrofoblasto, labirinto e placa
coribnica (Fig. 4.1.2-A). A decidua apresentou-se um pouco menor do que na idade
anterior e nela foi possivel distinguir alguns vasos sanguineos maternos. As CTG em
contato direto com o tecido materno, formam agora uma monocamada de células
grandes, com nucleos igualmente grandes, basofilicos e com nucléolos por vezes
proeminentes (Fig. 4.1.2-A, B). Células espongiotrofoblasticas se organizaram em
uma camada espessa de células compactas abaixo das CTG. Algumas células

espongiotrofoblasticas eram vacuolizadas (Fig. 4.1.2-B).

O labirinto consistiu em canais de sangue materno e vasos sanguineos fetais
distribuidos entre corddes e ilhas de células trofoblasticas. Os canais de sangue

materno continham hemacias anucleadas e ndo eram envolvidos por células
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endoteliais, mas por células trofoblasticas gigantes. A maioria dos vasos sanguineos
fetais possuia endotélio visivel e numerosos eritrocitos nucleados no limen. Em
algumas regifes, a tipica organizacdo da membrana placentaria que separa o
sangue fetal e materno foi visivel, sendo composta por células endoteliais fetais,
sinciciotrofoblasto e células trofoblasticas (Fig. 4.1.2-C, D, E). A placa coribnica
exibiu vasos sanguineos largos em meio a tecido mesenquimal corioalantoico (Fig.
4.1.2-A). Foi possivel observar os vasos sanguineos da placa coriénica penetrando
o trofoblasto do labirinto, como interdigitacdes (Fig. 4.1.2-A, B). No lado oposto, os
vasos da placa coriénica se comunicavam com 0s largos vasos do corddo umbilical.

Foi possivel observar as vilosidades do saco vitelinico a partir da placa coribnica.

A placenta de camundongos B6 aos 10,5 dg apresentou caracteristicas
semelhantes aos camundongos SW dessa idade. Neles, também puderam ser
observadas as regides principais da placenta (Fig. 4.1.3-A). Uma monocamada de
CTG se interpds entre a decidua e uma camada espessa de células
espongiotrofoblasticas (Fig. 4.1.3-A, B), assim como em camundongos SW. Vasos
fetais penetravam no labirinto a partir da placa coridnica trazendo numerosos
eritrocitos nucleados (Fig. 4.1.3-C). Illhas de trofoblasto misturaram-se entre vasos

sanguineos fetais e canais de sangue materno menores (Fig. 4.1.3-D, E).

A placenta é funcionalmente madura aos 11,5 dg e apresentou pequenas
diferencas em relacdo a placenta de camundongos SW aos 10,5 dg. A decidua e a
camada de CTG estavam mais finas, enquanto a camada espongiotrofoblastica
estava mais espessa (Fig. 4.1.4-A). No labirinto, os canais de sangue materno e 0s
vasos fetais do labirinto eram mais numerosos e continham hemacias ou eritrocitos

nucleados, respectivamente (Fig. 4.1.4-B, C, D, E).

Aos 12,5 dg a decidua apresentou-se bastante reduzida. As CTG também se
reduziram a uma fina camada nem sempre visivel no corte (Fig. 4.1.5-A). A zona de
juncdo era bastante espessa e além das CTG e células espongiotrofoblasticas,
continha células glicogénicas que eram distinguidas pelo citoplasma altamente
vacuolado. As ceélulas glicogénicas também foram encontradas na decidua.
Projecbes de células glicogénicas e espongiotrofoblasticas foram observadas no
labirinto (Fig. 4.1.5-B, C, D). No labirinto, os canais de sangue materno e 0s vasos
sanguineos fetais eram bastante estreitos (Fig. 4.1.5-B, C, D, E). Na circulacgéao fetal,
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raras hemacias anucleadas foram observadas junto com 0S numerosos eritrocitos
nucleados (Fig. 4.1.5-B, C, D, E).

Foram observadas pequenas variagbes morfologicas no grau de
desenvolvimento das placentas de mesma idade gestacional, inclusive entre sitios
implantacionais da mesma ninhada. Apenas as placentas com 10,5 dg e algumas
com 11,5 dg pareceram ser importantes do ponto de vista hematopoético. Em
comum, as placentas que tiveram arranjos hematopoéticos possuiam ilhas de
trofoblasto entre os vasos sanguineos na regiao de labirinto, e, quando as placentas
mais maduras passaram a apresentar mais corddes de trofoblasto do que ilhas de
células, tais arranjos hematopoéticos ndo foram mais encontrados. Nesse sentido,
os resultados apresentados a seguir séo referentes a placentas com 10,5 e 11,5 dg.
As placentas com outras idades gestacionais foram utilizadas apenas pontualmente
para ajudar a elucidar etapas da formacéo de células sanguineas.

Apesar de os eritrécitos serem o tipo celular mais frequente na circulacéo
fetal, outras células hematopoéticas de fenotipo mais imaturo foram encontradas.
Estas células hematopoéticas eram heterogéneas entre si, apresentando diferencas
no tamanho, arranjo nuclear, e na expressdo de marcadores moleculares. Tais
células hematopoéticas néo-eritroides corresponderam a uma pequena populacao
de células heterogéneas na circulacdo fetal aos 10,5 e 11,5 dg, sendo ainda mais
raras nas demais idades gestacionais analisadas. Entretanto, alguns arranjos entre
estas células se reproduziram entre diferentes sitios implantacionais de fémeas
diferentes e entre diferentes linhagens de camundongos, o que revelou padrbes de

formacao hematopoética na placenta que foram descritos a seguir.
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Figura 4.1.1. Placenta de camundongo Swiss Webster (SW) aos 9,5 dg. (A) Imagem panoramica
representativa da placenta de camundongos SW aos 9,5 dg. A decidua basal (DB) ocupa a maior
parte da placenta nessa idade. (B-E) Imagens em maior aumento da figura A. Células trofoblasticas
gigantes (CTG) e espongiotrofoblasto (espong) em contato com a decidua basal (DB) para organizar
a zona de jungédo (B). O labirinto ainda em processo de morfogénese contém vasos de sangue fetal
(sf) e espacos largos de sangue materno (sm) em meio a numerosas ilhas de trofoblasto (C, E: *).
Placa coridnica formada por mesénquima e alguns vasos fetais (vf) com invagina¢c@es para o interior
do labirinto (seta) (D).

Figs. A-E: SW, 9,5 dg; HE. Microscépio VSlide. Barra A= 500 um. Barra B-E= 30 um.
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Figura 4.1.2. Placenta de camundongo Swiss Webster (SW) aos 10,5 dg. (A) Imagem panoramica
da placenta de camundongos SW aos 10,5 dg. E possivel distinguir as camadas basicas que formam
a placenta: decidua basal (DB), zona de jungdo (ZJ) e labirinto (lab). A placa coribnica (PC) é
composta por vasos sanguineos grandes que ficam em tecido mesenquimal corioalantoico. Na
imagem € possivel observar uma parte do saco vitelinico (SV) proxima da placa coribnica. (B-E)
Imagens em maior aumento da figura A. As células trofoblasticas gigantes (CTG) sao células
grandes, com nucleos igualmente grandes enquanto as células espongiotrofoblasticas (espong) sdo
menores e compactas, as vezes com aspecto esponjoso (A). Interdigitacdo de um vaso sanguineo da
placa coribnica em direcdo ao labirinto (C: seta). O maior aumento da regido de labirinto mostra
canais de sangue materno (sm), compostos por hemécias pequenas e anucleadas, e vasos de
sangue fetal (sf), contendo principalmente eritrécitos nucleados e de superficie irregular. Entre as
duas circulagtes sanguineas, estdo corddes e ilhas de células trofoblasticas (B-E: *).

Figs. A-E: SW, 10,5 dg; HE. Microscépio VSlide. Barra A= 500 uym. Barra B-E= 30 um.
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Figura 4.1.3. Placenta de camundongo C57BL/6 (B6) aos 10,5 dg. (A) Imagem panoramica da
placenta de camundongos B6 aos 10,5 dg. E possivel distinguir as camadas de células que formam a
placenta: decidua basal (DB), zona de juncdo (ZJ) e o labirinto (lab). A placa coribnica (PC) é
composta por vasos sanguineos grandes que ficam em tecido mesenquimal corioalantdico. Na
imagem é possivel observar uma parte do saco vitelinico (SV). (B-E) Detalhes das regifes da
placenta mostram que as células trofoblasticas gigantes (CTG) séo células grandes, com nicleos
também grandes basofilicos e com nucléolos proeminentes. As células espongiotrofoblasticas
(espong) sdo mais compactas e algumas tém aspecto esponjoso (A). Interdigitacdo de um vaso
sanguineo da placa coridnica em direcdo ao labirinto (C: seta). Na regido de labirinto, canais de
sangue materno (sm), contendo hemdcias pequenas e anucleadas, e vasos contendo sangue fetal
(sf), principalmente eritrécitos nucleados e de superficie irregular, estdo separados por corddes e
ilhas de células trofoblasticas (B-E: *).

Figs. A-E: B6, 10,5 dg; HE. Microscépio VSlide. Barra A= 500 um. Barra B-E= 30 ym
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Figura 4.1.4. Placenta de camundongo Swiss Webster (SW) aos 11,5 dg. (A) Imagem panoramica
da placenta de camundongos SW aos 11,5 dg. E possivel distinguir as camadas de células que
formam a placenta: decidua basal (DB), zona de juncao (ZJ) e o labirinto (lab). A placa coriénica (PC)
€ composta por vasos sanguineos grandes que ficam em tecido mesenquimal corioalantoico. Os
vasos sanguineos da placa coribnica contém interdigitacbes em direcdo ao labirinto (setas). Na
imagem é possivel observar uma parte do saco vitelinico (SV). (B-E) Detalhes da regido do labirinto
mostram canais de sangue materno (sm), com hemécias anucleadas, e vasos contendo sangue fetal
(sf), ricos em eritrocitos nucleados e de superficie irregular. Entre as duas circulagdes sanguineas,
estdo corddes e ilhas de células trofoblasticas (*).

Figs. A-E: SW, 11,5 dg; HE. Microscépio VSlide. Barra A= 500 ym. Barra B-E= 30 um.
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Figura 4.1.5. Placenta de camundongo Swiss Webster (SW) aos 12,5 dg. (A) Imagem panoramica
da placenta de camundongos SW aos 12,5 dg mostra que o labirinto nessa idade ocupa a maior parte
da placenta. (B-E) Imagens em maior aumento da figura A. Projecbes da camada
espongiotrofoblastica (espong) sdo observadas em direcdo ao labirinto (B). Ilhas de células
glicogénicas (glicog) e de espongiotrofoblasto sdo observadas no labirinto (C-D). Os canais de
sangue materno e fetal sdo estreitos e numerosos (E). O sangue fetal ainda contém abundancia de
eritrocitos nucleados.

Figs. A-E: SW, 12,5 dg; HE. Microscopio VSlide. Barra A= 500 um. Barra B-E= 30 ym.
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4.2 Imunofluorescéncia da placenta murina na metade da gestacao (10,5 e

11,5 dias gestacionais)

Para descrever as células sanguineas da placenta foi necessario identificar o
nicho placentario aos 10,5 e 11,5 dg. Os anticorpos mais utilizados para detectar
antigenos expressos em células trofoblasticas e endoteliais da placenta de
camundongos estdo indicados nas figuras 4.2.1 e 4.2.2. As citoqueratinas compdem
filamentos intermediérios do citoesqueleto de células epiteliais. Em camundongos, a
citoqueratina-8 € encontrada nas células epiteliais e glandulares do Utero néo-
gravido, e durante a gestacdo é expressa de forma especifica nas células
trofoblasticas. Na figura 4.2.1 foi possivel observar a presenca deste filamento em
todas as células trofoblasticas do labirinto, espongiotrofoblasto e CTG (Fig. 4.2.1-A).
Foi observado um padrédo fibrilar de distribuicdo da citoqueratina-8 em toda a
extensdo destas células, mas principalmente proximo a membrana plasmatica (Fig.
4.2.1-A, B). Essa marcacao foi mais intensa nas CTG e nas duas camadas de
sinciciotrofoblasto, e menos intensa nas ilhas de trofoblasto da regido do labirinto e
células sinciciotrofoblasticas (Fig. 4.2.1-B). Células da placa coribnica e células
presentes na circulacdo materna e fetal foram negativas para o anticorpo. As células
na decidua também foram negativas para citoqueratina-8, exceto pela presenca de
raras ceélulas trofoblasticas responséveis pelo processo de decidualizagdo (Fig.
4.2.1-A).

A proteina Tpbpa estava presente nas células espongiotrofoblasticas da zona
de juncédo (Fig. 4.2.1-C, D, E) e em algumas células espongiotrofoblasticas no
labirinto (Fig. 4.2.1-D). As células positivas expressaram Tpbpa de forma puntiforme
no citoplasma, em diferentes intensidades entre as células (Fig. 4.2.1-C, E).
Diferencas no tamanho e disposicdo nuclear também foram observadas entre as
células espongiotrofoblasticas Tpbpa positivas. Foi possivel observar células
grandes e pequenas, com nucleos de diferentes tamanhos, as vezes bilobado e/ou
dois nucleos por célula (Fig. 4.2.1-C, D, E). A dupla marcagcdo de citoqueratina-8
com Tpbpa evidenciou a padréo puntiforme de Tpbpa com o padréo fibrilar da

citoqueratina nas células espongiotrofoblasticas (Fig. 4.2.1-E).

A vimentina comp8e um filamento intermediario expresso em células de
origem mesenquimal, incluindo endotélio. O anticorpo contra vimentina marcou

fortemente as células endoteliais uterinas e células endoteliais do feto, incluindo os
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vasos fetais da placenta (Fig. 4.2.2-A, B, C, D). Foi possivel notar a auséncia de
vasos sanguineos na zona de juncao (Fig. 4.2.2-A). Também foi observada a
auséncia de endotélio nos espagos de sangue maternos do labirinto, os quais eram
envolvidos por CTG sinusoidais que expressavam citoqueratina-8 (Fig. 4.2.2-B). A
positividade do endotélio fetal da regido do labirinto (Fig. 4.2.2-B) e da placa
coribnica (Fig. 4.2.2-C) evidenciou a ampla vascularizacdo dessa regidao. O CD31 foi
outro marcador endotelial presente nas células endoteliais dos vasos fetais do
labirinto (Fig. 4.2.2-D) e da placa corionica (Fig. 4.2.2-E), bem como outros vasos
embrionarios e vasos maternos da decidua. Diferente da vimentina, a expressao
desta proteina tinha um padrdo puntiforme como observado em células duplo-
positivas (Fig. 4.2.2-D), as vezes dando a impressdo de descontinuidade entre as
células, se observado em apenas um plano focal (Fig. 4.2.2-E).
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Figura 4.2.1. Identificac&o de células trofoblasticas da placenta de camundongos aos 10,5 dg.
(A) Imagem da placenta de camundongos mostrando a presenca de citoqueratina-8 em todas as
células trofoblasticas do labirinto (lab), espongiotrofoblasto (espong) e células trofoblasticas (CTG),
enguanto o mesénquima da placa coribnica (PC) e a decidua ndo expressam esse filamento. (B) A
distribuicdo fibrilar de citoqueratina-8 pode ser observada no citoplasma, principalmente na regido
periférica da célula. Células do sangue materno (sm) e fetal (sf) ndo expressam citoqueratina-8. (C) A
proteina Tpbpa é detectada em quantidades variaveis nas células espongiotrofoblasticas da zona de
juncdo, mas nao em células trofoblasticas do labirinto ou CTG. (D) Algumas células Tpbpa* foram
observadas no labirinto (setas). (D) Heterogeneidade nuclear e de expressao citoplasmatica de
citoqueratina-8 e Tpbpa nas células espongiotrofoblasticas.

Fig. A: B6, 10,5 dg; Vermelho: Troma TRITC, Branco: DAPI. Fig. B: SW, 10,5 dg; Vermelho: Troma
TRITC, ciano: DAPI. Fig. C: SW, 10,5 dg; Vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, ciano: DAPI. Figs. D, E:
SW, 10,5 dg; Vermelho: Troma TRITC, Verde: Tpbpa Alexa Fluor 488, ciano: DAPI. Figs. A-E:
Confocal LSM 710. Barra A= 70 ym; B-E= 30 ym.
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Figura 4.2.2. Deteccéo de células endoteliais na placenta de camundongos. (A) Na imagem das
regibes da placenta de camundongos é possivel observar a distribuicdo de vimentina em células
mesenquimais da placa coridnica (PC), nos vasos fetais do labirinto (lab) e da PC, alguns vasos
maternos na decidua (dec) e algumas células deciduais. (B) Expressdo de vimentina nas células
endoteliais dos vasos que contém sangue fetal (sf). O sangue materno (sm) é envolvido por células
que expressam citoqueratina-8 e nao vimentina. (C) O endotélio da placa coribnica é fortemente
positivo para vimentina. (D) Células endoteliais dos vasos fetais do labirinto expressam vimentina e
CD31. (E) Padrdo puntiforme da proteina CD31 nos vasos sanguineos da placa coribnica e o
labirinto. CTG: Células trofoblasticas gigantes.

Fig. A: SW, 11,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Figs.
B, C: B6, 10,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: Troma TRITC, ciano: DAPI. Fig. D:
B6, 10,5 dg; Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Fig.
E: B6, 10,5 dg; Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: Troma TRITC, ciano: DAPI. Figs. A-E:
Confocal LSM 710. Barra A= 70 ym; B-E= 30 ym.
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4.3 Hematopoese em vasos fetais do labirinto pré6ximos a placa coridnica

Foram observadas raras projecfes intraluminais de clusters de células
hematopoéticas imaturas a partir do endotélio dos vasos sanguineos da placa
coridnica e de vasos fetais da porcao do labirinto préxima a essa regido (Fig. 4.3.1-
A, B). As células que compunham estes clusters eram morfologicamente
semelhantes entre si, apresentando-se pequenas, redondas e com o citoplasma
moderadamente basofilico. Os ndcleos ocupavam a maior parte das células e eram
esféricos e fortemente basofilicos. Estas células que compunham o cluster pareciam
estar aderidas umas as outras e também ao endotélio do vaso fetal de onde se
projetavam (Fig. 4.3.1-A, B). Grupos de células com fenétipo semelhante foram
observadas circulando em vasos fetais préximos a estes arranjos (Fig. 4.3.1-C, D).
Células semelhantes também foram observadas circulando sozinhas ou em poucas

células nos vasos fetais em toda a extensao do labirinto (Fig. 4.3.1-E, F).

A imunofluorescéncia em Whole Mount da placenta aos 10,5 dg revelou
células endoteliais positivas para o anticorpo CD31 (Fig. 4.3.2-B, C). Além disso,
clusters semelhantes aqueles identificados préoximos a placa coribnica na
microscopia de campo claro também foram identificados pelo anticorpo anti-CD41
(progenitores hematopoéticos embrionarios) aderidos ao endotélio fetal (Fig. 4.3.2-A,
C). Pela técnica de imunofluorescéncia convencional, células livres na circulagéo, de
morfologia similar as células dos clusters, também foram positivas para o marcador
hematopoético CD41 (Fig. 4.3.3-A, B), bem como para outro marcador classico de
células-tronco, o c-Kit. O anticorpo contra essa segunda proteina revelou uma
marcacao puntiforme em todo citoplasma das células positivas (Fig. 4.3.3-C, D, E,
F). Algumas células endoteliais de vasos fetais da placa coribnica também foram
positivas para esse marcador (Fig. 4.3.3-D). Foi possivel observar a presenca de
células c-Kit positivas em um vaso que chegava da placa coridnica e penetrava o
labirinto, nos quais algumas células endoteliais também foram positivas para este
marcador (Fig. 4.3.3-E, F).

O Runxl, um marcador de progenitores hematopoéticos da linhagem
definitiva, estava presente em pelo menos algumas das células imaturas que
circulavam nos vasos da placenta (Fig. 4.3.4-A). A vimentina, além de marcar
fortemente as células endoteliais dos vasos fetais da placenta, também marcou de

forma reticular o citoplasma de algumas células circulantes, revelando uma origem
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mesenquimal (Fig. 4.3.4-B). Além destes marcadores hematopoéticos
convencionais, as células circulantes de morfologia semelhante aos clusters da
placa coribnica e vasos proximos, expressaram fortemente o fator de von Willebrand
(VWF). Este fator, originalmente expresso em células endoteliais e megacariocitos,
exibiu uma marcacédo puntiforme tipica (Fig. 4.3.4-C, D, E). Mas, este nao foi
encontrado em células endoteliais dos vasos sanguineos fetais do labirinto, com
excecao de algumas células endoteliais de vasos presentes na placa coriénica (Fig.
4.3.4-F).

Células circulantes morfologicamente semelhantes as células que
compunham os clusters proximos a placa coribnica exibiram pelo menos um dos
marcadores de progenitores hematopoéticos classicos CD41, c-Kit, Runx-1, ou
vimentina, e também foram positivas para o VWF. Ainda, o uso do marcador nuclear
DAPI e da imunofluorescéncia com confocal permitiram distinguir a presenca de um
ou dois nucléolos na maioria das células hematopoéticas positivas (Fig. 4.3.3-A-F e
4.3.4-B-F).
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Figura 4.3.1. Brotamentos intraluminais de clusters de células hematopoéticas imaturas. (A, B)
Alguns vasos fetais do labirinto exibem brotamentos de células hematopoéticas a partir de projecdes
intraluminais do endotélio (seta). As células dos clusters estdo aparentemente aderidas umas as
outras e sdo morfologicamente semelhantes entre si: redondas e pequenas, com nucleo grande e
basofilico. (C, D) Grupos de células fenotipicamente semelhantes as células dos clusters sao
encontradas no interior dos vasos fetais (seta) ou (E, F) como células Unicas em meio aos eritrocitos
nucleados (seta). sm: sangue materno; sf: sangue fetal; espong: espongiotrofoblasto.

Figs. A, C: B6, 10,5 dg; HE. Figs. B, D-F: SW, 10,5 dg; HE. Barra= 20 ym.
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Figura 4.3.2. Imunofluorescéncia em Whole Mount dos brotamentos hematopoéticos
intraluminais. (A-B) Brotamentos intraluminais de clusters de células hematopoéticas imaturas
CDA41* (verde) em vaso fetal CD31* (vermelho).

Fig. A - C: B6, 10,5 dg. A: FITC, B: PE, C: Verde CD41 FITC, vermelho: CD31 PE. Microscopio de
fluorescéncia Axiovert M1. Barra= 30 pm.
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Figura 4.3.3. Fenotipo das células hematopoéticas circulantes de morfologia similar as células
dos clusters — Marcadores de células hematopoéticas imaturas. (A) Célula hematopoética
imatura no interior de um vaso fetal do labirinto identificada pela deteccdo fenotipica da integrina
CD41. (B) No maior aumento da figura A é possivel observar a expressdo de CD41 em todo o
citoplasma da célula e o nucléolo saliente que ela possui (seta). Também pode-se observar o padrao
reticulado da vimentina nas células endoteliais que compdem a parede do vaso fetal e o formato
arredondado, e ndo eliptico, de algumas destas células (cabeca de seta). (C, D) Expressao
citoplasmatica de c-Kit em células imaturas no interior de vasos fetais do labirinto (seta). Algumas
células endoteliais dos vasos da placa coribnica também expressam c-Kit (cabeca de seta). (E, F)
Algumas células endoteliais de vasos maiores da base do labirinto também expressam c-Kit (cabeca
de seta). Em maior aumento é possivel observar véarias células hematopoéticas imaturas na
extremidade deste vaso (seta).

Figs. A, B: B6, 10,5 dg; Verde: CD41 FITC, Vermelho: vimentina Alexa Fluor 546, Branco: DAPI.
Figs. C-F: B6, 10,5 dg; Verde: c-Kit Alexa Fluor 488, Vermelho: azul de Evans, Branco: DAPI. Figs.
A-F: Confocal LSM 710. Barra A, C= 20um; D, E= 30 pm.
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Figura 4.3.4. Fen6tipo das células hematopoéticas circulantes de morfologia similar as células
dos clusters — Marcadores de células hematopoéticas imaturas Il. (A) Célula hematopoética
imatura positiva para Runx1 em vaso fetal do labirinto préximo a placa coriénica (seta). (B) Expressao
citoplasmatica de vimentina em célula no interior de um vaso fetal também positivo para vimentina, e
também CD31. (C-E) Marcacéo citoplasmatica puntiforme do anticorpo anti-vWF em células imaturas
de nucléolo saliente. (F) Expressdo de vVWF também em algumas células de vasos sanguineos da
placa coribnica.

Fig. A: B6, 10,5 dg; Verde: Runxl Alexa Fluor 488, azul: DAPI. Fig B: B6, 10,5 dg; Verde: CD31
Alexa Fluor 488, vermelho: vimentina Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Figs. C-D: SW, 10,5 dg; Verde:
VWF Alexa Fluor 488, Vermelho: azul de Evans, Branco: DAPI. Figs. E-F: B6, 10,5 dg; Verde: vVWF
Alexa Fluor 488, Vermelho: azul de Evans, Branco: DAPI. Fig. A: Microscépio de fluorescéncia
Axiovert M1; Figs. B-F: Confocal LSM 710. Barra A-D= 20 ym; E-F= 30 um.
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4.4 Hematopoese naregido de labirinto préxima a zona de juncao

Outro tipo de célula hematopoética imatura foi observada nos vasos fetais do
labirinto, circulando em grupos de células homogéneas (Fig. 4.4.1-A-E) ou como
célula Unica em meio aos eritrécitos (Fig. 4.4.1-F). Estas células imaturas eram
grandes, com nudcleo também grande que ocupava a maior parte da célula, e
exibiram cromatina frouxa e um ou dois nucléolos proeminentes (Fig. 4.4.1-A-F).
Essas caracteristicas morfolégicas sdo semelhantes alguns linfécitos B ativados do
organismo adulto, conhecidos como imunoblastoide. Devido a essa similaridade
morfolégica entre os dois tipos celulares, estas células imaturas encontradas na

placenta serdo chamadas de imunoblastoides.

Além de serem encontradas em grupos de células homogéneas, as células
imunoblastoides foram frequentemente observadas formando clusters com outras
células hematopoéticas imaturas heterogéneas entre si (Fig. 4.4.2). As células
pareciam conectadas entre si por projecdes citoplasmaticas e, as vezes, pareciam
também estar aderidas ao endotélio adjacente (Fig. 4.4.2-A-E). Além das células
imunoblastoides, as células dos clusters exibiam uma ou mais diferencas
relacionadas ao tamanho, afinidade ao corante (diferentes intensidades de
coloracgdes citoplasmaticas e nucleares), e intensidade de expressdo de marcadores
moleculares, como o CD41 (Fig. 4.4.2-F). Algumas células apresentaram uma menor
razdo nucleo-citoplasma, enquanto outras possuiam nudcleo bilobado ou dois nucleos
(Fig. 4.4.2-C, D). Ainda, algumas ceélulas com nudcleo imaturo, exibiam tamanho e

coloracao citoplasmatica de uma célula mais madura (Fig. 4.4.2-E).

A imunofluorescéncia revelou um fenétipo um pouco diferente para as células
imunoblastoides em relagdo as células descritas na secao anterior, ou entre as
células imunoblastoides e as outras células dos clusters. As células imunoblastoides
foram negativas para os anticorpos hematopoéticos c-Kit (Fig. 4.4.3-A) ou Runx1.
Em contrapartida, o marcador hematopoético CD41 estava presente em uma grande
populacdo de células imunoblastoides (Fig. 4.4.3-B, C, E), embora em diferentes
intensidades de expressdo. Foram encontradas células negativas para vimentina
(Fig. 4.4.3-D, E) e células vimentina positivas (Fig. 4.4.3-E, F). Nenhuma célula
hematopoética imunoblastoide positiva para CD31 foi encontrada (Fig. 4.4.3-F). O

anticorpo contra VWF marcou a maioria das células imunoblastoides ou dos clusters
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(Fig. 4.4.4). Entretanto, algumas células hematopoéticas imaturas nao expressaram

esse marcador (Fig. 4.4.3-E, F).

Apesar de representarem uma populacdo pequena entre as células
sanguineas fetais, as células imunoblastoides foram encontradas com maior
frequéncia nos vasos fetais do labirinto préximos da zona de jungao, principalmente
gquando em grupos de mais de duas células. A disposicdo espacial de algumas
células imunoblastoides vimentina* pode ser melhor visualizada na figura 4.4.5.
Vasos fetais distais proximos a zona de juncdo contém maior quantidade de células
vimentina®. Nesta figura, também € possivel perceber que a intensidade de
expressao de vimentina varia entre as células, nas quais as células proximas a zona
de juncdo sdo mais intensamente positivas que as células que se afastam dessa

regiao.

As células imunoblastoides também foram observadas projetando-se para o
interior da circulacdo fetal, quando exibiram pediculos de adesdo ou adesdes mais
largas junto ao endotélio adjacente (Fig. 4.4.6-A-F). Algumas células que brotavam
pareciam também estar em contato com células eritroides maduras da circulacédo
(Fig. 4.4.6-D). Algumas células que brotavam foram positivas para vimentina (Fig.
4.4.6-E, F).
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Figura 4.4.1. Células hematopoéticas imunoblastoides. (A-F) Células imunoblastoides presentes
nos vasos fetais o labirinto, principalmente préximos a zona de juncdo. As células imunoblastoides
sdo grandes, possuem nucleo reticulado e grande que ocupa a maior parte da célula, e ainda possui
um ou dois nucléolos proeminente (seta). Célula trofoblastica realizando mitose (C: cabeca de seta).

Figs. A-D, F: SW, 10,5 dg; HE. Figs. E: B6, 10,5 dg, HE. Barra A-E= 20 ym; F= 10 um.
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Figura 4.4.2. Heterogeneidade dos clusters hematopoéticos imunoblastoides. (A-C) Células
imunoblastoides formando clusters com outras células homogéneas e células de diferentes fenétipos,
nos quais as células imunoblastoides apresentavam &reas de adesfes entre as células e com o0 vaso
adjacente (seta). (D, E) O nucleo central e Unico das células imunoblastoides se contrastava com
algumas células com nucleo bilobado reticulado e, as vezes, com nucléolo visivel (seta azul).
Algumas células com nucleo imaturo, exibiam tamanho e coloragéo citoplasmatica de uma célula
mais madura (seta laranja). (F) Duas células imunoblastoides adjacentes exibem diferengas na
guantidade de integrina CD41 no citoplasma, com uma delas sendo fortemente positiva ao anticorpo
anti-CDA41 (seta preta) e a outra com expressao mais sutil (seta azul).

Figs. A-E: B6, 10,5 dg, HE; F: B6, 10,5 dg, CD41 e hematoxilina. Barra= 20 pm.
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Figura 4.4.3. Fenétipo das células hematopoéticas imunoblastoides e clusters. (A) Duas células
imaturas na circulagcdo fetal do labirinto, a menor delas c-Kit* (seta amarela) e a outra, maior e
imunoblastoide, é c-kit- (seta branca). (B, C) Células imunoblastoides CD41* (seta branca), as vezes
de forma menos intensa do que células menores préximas (B: seta amarela), ou na mesma
intensidade (C: seta amarela). (D) Clusters heterogéneos cuja célula imunoblastoide proxima ao
endotélio é vimentina- (seta). (E) Cluster de células heterogéneas, no qual células imunoblastoides
(seta branca) e células menores (seta amarela) sdo CD41" e vimentina*. Duas células
imunoblastoides, a da direita contém CD41 e filamentos de vimentina e a da esquerda apenas CD41
(*). (F) Ceélulas imunoblastoides vimentina* aparentemente aderidas ao vaso (seta). Apenas células
endoteliais sdo CD31*. Células globosas vimentina* na parede de alguns vasos (cabeca de seta).

Fig. A: B6, 10,5 dg; Verde: c-Kit Alexa Fluor 488, Vermelho: azul de Evans, ciano: DAPI. Fig. B: B6,
10,5 dg; Verde: CD41 FITC, azul: DAPI. Figs. C, E: B6, 10,5 dg; Verde: CD41 FITC, vermelho:
vimentina Alexa Fluor 546, Branco: DAPI. Fig. D: B6, 10,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 635,
branco: DAPI. Fig. F: B6, 10,5 dg; Verde: CD31 Alexa Fluor 488, Vermelho: vimentina Alexa Fluor
546, Branco: DAPI. Fig. A-F: Confocal LSM 710. Barra= 20 ym.
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Figura 4.4.4. Expressdo de VWF nas células imunoblastoides e clusters. (A, D) Clusters (seta
branca) ou células isoladas (seta amarela) imaturas presentes principalmente préximos da zona de
juncdo expressam fenotipicamente VWF. (E) Alguns clusters de células imaturas imunoblastoides
formados com células positivas (seta branca) e negativas (seta amarela) para vWF. (F) Cluster
composto por células de diferentes tamanhos e organiza¢do nuclear aparentemente aderidas entre si,
no qual as células maiores e imunoblastoides expressam CD41 e vWF (seta branca) e a célula menor
(seta amarela) apenas CD41. E possivel observar heterogeneidade entre células imunoblastoides,
com uma delas exibindo maior intensidade de CD41 em relacdo a VWF (*) e a outra com quantidades
aparentemente semelhantes das duas proteinas.

Fig. A: B6, 10,5 dg; Verde: vVWF Alexa Fluor 488, vermelho: Troma Alexa Fluor 594, azul: DAPI. Fig.
B: B6, 10,5 dg; Verde: vVWF Alexa Fluor 488, vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, ciano: DAPI. Figs. C,
E: B6, 10,5 dg; Verde: VWF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. D: SW,
10,5 dg; Verde: vVWF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. F: B6, 10,5 dg;
Verde: CD41 FITC, vermelho: vVWF Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Fig. A: Microscépio de
fluorescéncia Axiovert M1. Fig. B-F: Confocal LSM 710. Barra= 20 ym.
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Figura 4.4.5. Distribuicdo espacial de células imaturas no labirinto que expressam vimentina.
(A) Distribuicdo de células imaturas no labirinto (lab) que expressam fenotipicamente vimentina da
placenta de camundongos. (B-E) Vasos fetais distais e mais proximos ao espongiotrofoblasto
(espong) contém grande numero de células imaturas vimentina positivas com intensidades de
expressdo variaveis. Algumas células imunoblastoides com quantidade de vimentina quase
imperceptivel (E: *). Devido a morfologia e intensidade de expressao de vimentina, algumas células
positivas na parede do vaso deixavam dividas se eram células endotelias ou hematopoéticas (D:
cabeca de seta). CA: membrana corioalantoica; SV: saco vitelinico.

Fig. A-E: B6, 10,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 635, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI.
Confocal LSM 710. Barra A= 50 um; B-E= 20 um.
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Figura 4.4.6. Brotamento intraluminal de células hematopoéticas imunoblastoides. (A, C)
Projecdo de células imunoblastoides para o interior dos vasos sanguineos fetais, cujas células
exibiram pediculos (A: seta) ou adesdes mais largas (B, C: seta preta) ao endotélio adjacente.
Células imaturas que ndo estavam brotando estdo presentes na imagem préximas ao endotélio (C:
seta azul). (D) Algumas células imunoblastoides brotavam de um vaso sem organizacdo endotelial
visivel aonde exibiram adesdes largas aos trofoblasto adjacente (seta preta). Elas também estavam
aderidas a eritrécitos nucleados da circulagdo fetal por adesdes largas (*) ou prolongamentos
citoplasmaticos mais finos (seta azul). (E, F) Algumas células que brotavam para o limen de vasos
fetais expressavam vimentina no citoplasma em intensidades variaveis.

Figs. A, D: B6, 10,5 dg; HE. Fig. B: SW, 10,5 dg; HE. Fig. C: SW, 11,5 dg; HE. Fig. E: B6, 10,5 dg;
Verde: VWF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. E: B6, 10,5 dg; Verde:
Vimentina Alexa Fluor 594, roxo: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. F: B6, 10,5 dg; Verde: Vimentina
Alexa Fluor 488, branco: DAPI. Figs. E, F: Confocal LSM 710. Barra= 20 ym.
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4.5 Células hematopoéticas imaturas presentes na placenta aos 9,5 e 12,5 dg

Raras células hematopoéticas foram identificadas na placenta em idades
gestacionais diferentes de 10,5 e 11,5 dg. Aos 9,5 gd, células VWF positivas foram
ocasionalmente encontradas na regido de labirinto (Fig. 4.5.1-A, B, C). Estas células
eram pequenas e heterogéneas entre si, visto que uma ou outra apresentou nucleo
bilobado ou dois nucleos (Fig. 4.5.1-B). As vezes, as células VWF positivas foram
observadas no interior do vaso sanguineo em formacado (Fig. 4.5.1-C). Nenhuma
célula endotelial da placenta foi positiva para VWF. Células que expressaram
vimentina também foram encontradas na placenta aos 9,5 dg. Porém, nessa idade, a
expressao de vimentina foi fraca e as células positivas apresentaram um fenétipo
nuclear-citoplasmético mais diferenciado e nao tipico de célula hematopoética
imatura (Fig. 4.5.1-D). Clusters de células pequenas, homogéneas e positivas para
vimentina foram localizados nessa idade em vasos fetais da placa coribnica (Fig.
45.1-E, F). O nacleo dessas células era diferente das células hematopoéticas
imaturas encontradas aos 10,5 ou 11,5 dg e eram bastante similares as células do
mesénquima corioalantoico adjacente (Fig. 4.5.1-F).

Aos 12,5 dg, foram observadas raras células circulantes VWF positivas de
fendtipo imaturo (Fig. 4.5.2-A) ou exibindo nucleo bilobado ou dois nucleos (Fig.
4.5.2-B). Em contrapartida, mais células endoteliais dos vasos fetais da placa

corionica foram positivas para VWF (Fig. 4.5.2-C, D).
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Figura 4.5.1. Células hematopoéticas imaturas aos 9.5 dg. (A) Expressao de VWF em células
imaturas do labirinto da placenta com 9,5 dg (seta). (B) No maior aumento € possivel observar que as
células VWF positivas sdo morfologicamente diferentes quanto ao arranjo nuclear (setas). (C)
Morfogénese do labirinto com a organizacdo de vasos sanguineos oriundos da alantoide (*).
Presenca de eritroblastos nucleados (seta amarela) e células imaturas vVWF positivas (seta azul) no
interior do vaso recém-formado. (D) Alguns eritroblastos expressavam fracamente vimentina no seu
citoplasma (seta). (E, F) Aglomerados de células vimentina positivas nos vasos da placa coriénica. O
fenétipo destas células (seta branca) era similar as células do mesénquima corioalantoico adjacentes
(seta amarela). F: Projecéo ortogonal em z de planos tomograficos sucessivos.

Figs. A-C: SW, 9,5 dg; Verde: VWF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Figs. D-
F: SW, 9,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, branco: DAPI. Figs. A-F: Confocal LSM 710.
Barra= 30 pym.
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Figura 4.5.2. Expressdo de VWF nas células hematopoéticas imaturas aos 12.5 dg. (A, B)
Presenca de células imaturas vVWF positivas na circulagdo fetal do labirinto aos 12,5 dg (seta). (C, D).
Os vasos sanguineos da placa coribnica (*) sdo formados por células endoteliais que expressam
VWF, com excecado de algumas células negativas para esse fator (D: cabeca de seta).

Figs. A-D: SW, 12,5 dg; Verde: VWF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI.
Confocal LSM 710. Barra= 30 ym.
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4.6 Eritropoese naregido de labirinto préxima a zona de juncao

Foram observados focos eritropoéticos na regido de labirinto proxima a zona
de juncédo de placentas com 10,5 e 11,5 dg. Estes focos consistram em
aglomerados de células imunoblastoides aparentemente unidos entre si e a outras
células da linhagem eritroide em diferentes estagios de diferenciacdo (Fig. 4.6.1).
Alguns focos eritropoéticos pareciam estar aderidos ao endotélio adjacente (Fig.
4.6.1-A, B, C). Outros focos néo pareciam estar completamente envolvidos por uma
estrutura vascular, nos quais o endotélio descontinuo dava lugar a uma massa

intrincada de células hematopoéticas e células trofoblasticas (Fig. 4.6.1-D, E, F).

Também foram encontrados focos eritropoéticos formados por células em
organizagdo menos compacta. Algumas ainda mantinham certa adesao entre si,
sugerindo que estavam previamente organizadas em clusters macicos, e que as
células comecaram a ser liberadas na circulacdo sanguinea (Fig. 4.6.2-A-D). Foi
observado endotélio descontinuo também ao redor destes focos eritropoéticos (Fig.
4.6.2-A). As vezes, células semelhantes as imunoblastoides foram observadas em
posicdo de célula endotelial do vaso que envolvia o foco eritropoético (Fig. 4.6.2-B-
D). Foi possivel observar células jA& comprometidas com a linhagem eritroide,
identificadas pela coloracéo citoplasmatica por Giemsa de Lennert e HE, exibindo o
mesmo padrdo nuclear das células imunoblastoides: nucleo grande com cromatina
frouxa e nucléolos salientes (Fig. 4.6.2-B). Os eritrécitos j& diferenciados dos focos
eritropoéticos também possuiam um fenotipo nuclear mais imaturo, eram mais
globosos e com superficie mais regular, e varios apresentavam morfologia sugestiva
de processo mitético (Fig. 4.6.2-E, F). Outros eritrécitos encontrados em vasos
proximos a zona de jungdo mas sem estar organizados em focos, apresentavam

fenatipo similar, além de terem sido observadas varias figuras mitoticas.

A imunomarcacdo com o anticorpo anti-CD31 evidenciou o endotélio
descontinuo ao redor dos focos eritropoéticos (Fig. 4.6.3-A, B). A lectina de Arachis
hypogaea (PNA) se ligou de forma heterogénea nas células endoteliais dos vasos
fetais do labirinto, revelando a heterogeneidade endotelial destes vasos. (Fig. 4.6.3-
C). O anticorpo contra caderina foi positivo na periferia das células trofoblasticas da
regido do labirinto. A maioria dos eritrOcitos apresentou positividade membranar e
citoplasmatica a esse anticorpo, contrastando com raros eritrocitos circulantes

negativos para a marcacao (Fig. 4.6.3-D). Algumas células trofoblasticas gigantes da
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camada parietal (Fig. 4.6.3-E) e algumas células da decidua apresentaram
positividade citoplasmatica para hepcidina-25 (Fig. 4.6.3-F). A eritropoetina foi
negativa no labirinto, mas estava presente em algumas células do
espongiotrofoblasto (Fig. 4.6.4-A, B), no citoplasma da maioria das células uNK (Fig.
4.6.4-C, D) e em algumas CTG (Fig. 4.6.4-E).
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Figura 4.6.1. Focos eritropoéticos na regido de labirinto proxima & zona de juncéo - I. (A, F)
Focos eritropoéticos compostos por células imunoblastoides (seta preta) aderidas entre si e a outras
células da linhagem eritroide em diferentes estagios de diferenciacdo. As células eritroides destes
arranjos sdo grandes e possuem nucleo grande central e reticulado, muitas vezes com dois nucléolos
salientes (seta azul). Focos eritropoéticos aderidos ao endotélio adjacente pelas células
imunoblastoides (A). Outros focos ndo possuem organizacdo vascular evidente, muitas vezes sem
endotélio aparente ao redor (D, E, F: * amarelo).

Fig. A: SW, 11,5 dg; HE. Figs. B-D: SW, 10,5 dg; HE. Figs. E-F: SW, 10,5 dg; Giemsa de Lennert.
Barra= 20 pym.
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Figura 4.6.2. Focos eritropoéticos na regido de labirinto proxima a zona de juncéo - Il. (A, D)
Focos eritropoéticos compostos por células imunoblastoides (seta preta) aderidas entre si e a outras
células da linhagem eritroide em diferentes estagios de diferenciacdo. E possivel observar endotélio
descontinuo ao redor de alguns focos eritropoéticos (*). Células semelhantes as imunoblastoides em
posicdo de célula endotelial (B-D: cabeca de seta). (E) Vérias figuras mitdticas nos eritrocitos em
vasos congestos de células (seta). (F) Vasos fetais envolvidos por endotélio tipico (cabeca de seta)
contendo dois tipos de eritrocitos morfologicamente diferentes no seu interior. Um deles consiste em
células grandes, com nucleo grande central e reticulado, muitas vezes com dois nucléolos salientes
(inset). No outro vaso, os eritrocitos sdo menores, possuem superficie irregular e nicleo basofilico (*).

Fig. A: SW, 11,5 dg; HE. Fig. B: SW, 10,5 dg; Giemsa de Lennert. Figs. C-F: SW, 10,5 dg; HE.
Barra= 20 um.
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Figura 4.6.3. Imunofluorescéncia para caracterizagcdo da eritropoese. (A, B) O endotélio
descontinuo de alguns vasos fetais préximos da zona de juncdo é evidenciado apés
imunofluorescéncia para deteccdo de CD31 nas células endoteliais. A auséncia de endotélio que
expresse CD31 (cabeca de seta) pode ser observada em apenas um plano focal (A) e depois da
projecdo ortogonal de cortes tomogréaficos (B). (C) A lectina de Arachis hypogaea (PNA) marcou
algumas células endoteliais dos vasos fetais, enquanto algumas células ndo foram marcadas por
essa lectina. (D) Presenca de caderina na periferia das células trofoblasticas do labirinto, bem como
nos eritrécitos da circulacé@o fetal, os quais possuem uma marcacdo difusa. Alguns eritrocitos nédo
expressam caderina (seta). (E, F) Presenca de hepicidina-25 em granulos de algumas CTG (*) e em
algumas células da decidua (seta).

Figs. A, B: B6, 10,5 dg; Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: Troma, ciano: DAPI. Fig. C: SW,
10,5 dg; Verde: PNA FITC, vermelho: azul de Evans, ciano: DAPI. Fig. D: SW, 11,5 dg; Verde:
Caderina, vermelho: azul de Evans, ciano: DAPI. Figs. E, F: B6, 10,5 dg; Verde: Hepcidina-25 Alexa
Fluor 488, vermelho: Troma TRITC, ciano: DAPI. Figs. A, B, E, F: Confocal LSM 710; Figs. C-D:
Confocal 510 META. Barra= 20 ym.
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Figura 4.6.4. Detecc¢ao de eritropoetina na placenta de camundongos. (A) Imagem panoramica
da distribuicdo de eritropoietina (EPO) na placenta de camundongos. (B-E) A EPO estava presente
em varias células espongiotrofoblasticas (B: *), no citoplasma de algumas células NK uterinas (C, D:
setas) e em algumas células trofoblasticas gigantes (E: seta).

Figs. A-E: SW, 10,5 dg; Verde: EPO Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, ciano: DAPI. Figs. A-
D: Confocal LSM 710; Fig. E: Confocal 510 META. Barra A= 50 ym; B-E= 30 pym.
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4.7 Caracterizagcdo da eritropoese placentaria ap6s a administracdo de

eritropoetina exégena

Quatro fémeas que receberam rhEPO foram analisadas, duas com 10,5 dg e
duas com 11,5 dg. Elas tiveram a maioria dos sitios implantacionais viaveis, e que
nao apresentaram diferencas visiveis na analise macroscoépica em relacdo a animais
SW que ndo receberam rhEPO. Alguns sitios implantacionais com 10,5 dg
apresentaram um aumento no numero de células grandes com citoplasma
eosinofilico e nucleo basofilico, que apresentavam formatos variaveis. Uma camada
visivel destas células foi observada entre a decidua e a camada de CTG, com
algumas células também presentes proximas a porcao distal do labirinto (Fig. 4.7.1-
A, B). A regido de labirinto de algumas placentas ndo apresentou arranjos
eritropoéticos (Fig. 4.7.1-C). Na regido de labirinto de outros sitios implantacionais,
algumas placentas continham vasos fetais estreitos proximos a zona de juncédo, os
quais continham eritrécitos globosos e grandes. Focos eritropoéticos foram
observados nessas placentas proximos a zona de juncéo (Fig. 4.7.2). Semelhante
aos focos observados em camundongos sem injecao de rhEPO, eles eram formados
por aglomerados de eritrocitos globosos e de arranjo nuclear imaturo distintos, e
possivelmente aderidos a células imunoblastoides (Fig. 4.7.2-A-E). Muitas vezes, a
auséncia de endotélio visivel ao redor dos focos evidenciava uma massa de células
hematopoéticas que se misturavam, e as vezes se confundiam, com as células

trofoblasticas adjacentes (Fig. 4.7.2-A-D, F).

Os sitios implantacionais com 10,5 dg que receberam rhEPO foram
submetidos a imunofluorescéncia. Células do espongiotrofoblasto, células uNK e
algumas células gigantes expressaram eritropoetina (Fig. 4.7.3-A, B, C). As células
gigantes que continham EPO no citoplasma possuiam formato semelhante as
células eosinofilicas que estavam em maior nimero na coloracédo de HE (Fig. 4.7.3-
C). O anticorpo anti-VEGF marcou quase todas as células do labirinto, mas
principalmente nas CTH e ao redor dos vasos fetais do labirinto (Fig. 4.7.3-D). A
vimentina foi positiva em alguns vasos da decidua e para o endotélio fetal da regido
de labirinto (Fig. 4.7.4-A, B). Além disso, algumas células hematopoéticas no interior
dos vasos fetais expressaram esse marcador (Fig. 4.7.4-B). A molécula CD31 estava
presente em vasos da decidua, bem como algumas células do espongiotrofoblasto
(Fig. 4.7.4-C). Células endoteliais fetais do labirinto e algumas células no interior dos

vasos também foram positivas para o anticorpo anti-CD31 (Fig. 4.7.4-D).
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A andlise microscopica dos sitios implantacionais com 11,5 dg néao revelou
arranjos eritropoéticos (Fig. 4.7.5-A-C). A organizacdo das camadas da placenta foi
bastante similar a placenta de camundongos da mesma idade que ndo receberam
rhEPO (Fig. 4.1.4-A-E).
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Figura 4.7.1. Placenta de camundongos aos 10,5 dg apds a administracdo de 500 U de rhEPO
aos 9,5 dg. (A) Imagem panoramica da placenta de camundongos aos 10,5 dg apés a mae receber
injecdo subcutédnea de rhEPO no dia anterior. (B) Células grandes com citoplasma eosinofilico e
nacleo basofilico préoximas a porcéo distal do labirinto (setas). (C) Labirinto da placenta com vasos
contendo sangue fetal (sf) e espacos de sangue materno (sm).

Figs. A-C: SW, 10,5 dg; HE. Microscopio VSlide. Barra A= 300um; B, C= 30 um.
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Figura 4.7.2. Focos eritropoéticos da placenta aos 10,5 dg apds a administragdo de 500 U de
rhEPO aos 9,5 dg. (A-F) Focos eritropoéticos na regido de labirinto préximos a zona de juncao
compostos por células imunoblastoides (setas) aderidas a eritrocitos grandes, globosos e com ndcleo
reticulado. O endotélio aparentemente descontinuo ao redor de alguns focos eritropoéticos (*),
algumas vezes levando a uma configuragdo morfolégica de um macico de células eritroides e
trofoblasto adjacente (A, B). Eritrocitos grandes e com nucleo reticulado em agregados menos
compactos (F).

Figs. A-C: SW, 10,5 dg; HE. Barra= 20 ym.
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Figura 4.7.3. Imunofluorescéncia da placenta aos 10,5 dg apds a administracdo de 500 U de
rhEPO aos 9,5 dg - I. (A, B) Presenca de eritropoetina (EPO) no citoplasma de algumas células
espongiotrofoblasticas (A: *) e células NK uterinas (B: seta). (C) Algumas células trofoblasticas
gigantes (CTG) de formato triangular possuem EPO no citoplasma (seta). (D) Véarias células da
placenta expressam fenotipicamente VEGF, principalmente as CTG (seta) e regido que fica ao redor
dos vasos fetais do labirinto (cabeca de seta). dec: decidua; espong: espongiotrofoblasto; lab:
labirinto.

Figs. A-C: SW, 10,5 dg; Verde: EPO Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. D:
SW, 10,5 dg; Verde: VEGF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Confocal LSM
710. Barra= 30 pym.
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Figura 4.7.4. Imunofluorescéncia da placenta aos 10,5 dg apds a administracdo de 500 U de
rhEPO aos 9,5 dg - Il. (A) Expresséo de Vimentina no endotélio dos vasos fetais do labirinto (lab) e
algumas células na decidua (dec). (B) Duas células hematopoéticas no interior de um vaso fetal do
labirinto expressando fracamente vimentina (seta). (C) Alguns vasos maternos da decidua (dec)
positivos para CD31, assim como algumas células espongiotrofoblasticas (espong; seta). (D)
Presenca da molécula de CD31 em algumas células endoteliais de um vaso fetal do labirinto (cabega
de seta) e em uma célula no lumen do vaso (seta).

Figs. A, B: SW, 10,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI.
Figs. C, D: SW, 10,5 dg; Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Figs.
A-D: Confocal LSM 710. Barra= 30 pm.
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Figura 4.7.5. Placenta de camundongos aos 11,5 dg apds a administragdo de 500 U de rhEPO
aos 9,5 dg. (A) Imagem panoramica da placenta de camundongos aos 11,5 dg apés a mae receber
injecdo subcuténea de rhEPO aos 9,5 dg. (B, C) Labirinto da placenta com vasos contendo sangue
fetal (sf) e espacos de sangue materno (sm). A camada de espongiotrofoblasto (espong) € mais
espessa nessa idade do desenvolvimento. PC: placa coribnica.

Figs. A-C: SW, 11,5 dg; HE. Microscopio VSlide. Barra A= 500 um; B, C= 30 pum.
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4.8 Transicao epitélio-mesenquimal de células espongiotrofoblasticas

Além de estar presente em células endoteliais dos vasos maternos na
decidua e dos vasos fetais do labirinto, a vimentina, um marcador de células
mesenquimais, foi positiva em algumas células espongiotrofoblasticas da zona de
juncdo que expressavam a proteina Tpbpa (Fig. 4.8.1). Células positivas apenas
para Tpbpa coexistiam com células duplo-positivas para Tpbpa e vimentina na zona
de juncdo (Fig. 4.8.1-A, C) e também em raras células espongiotrofoblasticas na
regido do labirinto (Fig. 4.8.1-B). O fendtipo das células duplo-positivas foi bastante
heterogéneo, assim como a intensidade de marcacao por vimentina entre as células
era diferente. Nelas, a distribuicdo de vimentina estava restrita a regido perinuclear,
ou proximo a membrana plasmatica ou, ainda, distribuida de forma homogénea em
todo citoplasma celular (Fig. 4.8.1-C). Como em uma transicdo de fenétipo, as
células espongiotrofoblasticas que expressavam mais vimentina apresentavam

menor expressao de Tpbpa.

Nenhuma célula positiva para Tpbpa ou vimentina, ou para ambos os
marcadores, foi encontrada delimitando os espacgos de sangue materno do labirinto
(Fig. 4.8.1-A). Raras células duplo-positivas foram observadas proximas a circulacéo
materna na decidua (Fig. 4.8.2-A). Algumas células em possivel transicdo epitélio-
mesenquimal formaram arranjos sugestivos de diferenciagéao vascular (Fig. 4.8.2-B-
D). Nestes arranjos, células trofoblasticas citoqueratina-8 positivas se organizavam
ao redor de uma cavidade, em um arranjo morfolégico tipico de invaginacao/
elongacdo. Algumas células trofoblasticas na periferia da cavidade em formacao
também expressaram fracamente vimentina (Fig. 4.8.2-C). Tais arranjos foram
observados na porc¢éo distal do labirinto, na &rea de transi¢cao entre o labirinto e a
camada espongiotrofoblastica. Eles estavam proximos a vasos sanguineos fetais
contendo grupos de células vimentina positivas em seu interior (Fig. 4.8.2-B). De
fato, o limen dos vasos fetais proximos a essa regido frequentemente continha
células hematopoéticas vimentina positiva (Fig. 4.8.2-E, F) e, as vezes, a expressao

de vimentina no endotélio destes vasos mais distais ndo era continua (Fig. 4.8.2-F).

Algumas células espongiotrofoblasticas também expressaram o marcador
CD31 na periferia (Fig. 4.8.3-A-D). Algumas células do espongiotrofoblasto
revelaram ser ainda duplo-positivas para vimentina e o CD31, dois marcadores de

células de origem mesenquimal (Fig. 4.8.3-E, F). Enquanto a vimentina apresentou
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um padrdao de marcacdo reticulado e difuso por todo o citoplasma, o CD31 foi

sempre encontrado na periferia das células duplo-positivas (Fig. 4.8.3-E, F).

Células espongiotrofoblasticas vimentina positivas foram frequentemente
encontradas préximo a vasos sanguineos fetais da regido distal do labirinto (Fig.
4.8.4-A-C). Estes vasos muitas vezes continham uma ou mais células
hematopoéticas circulantes que também expressavam vimentina (Fig. 4.8.4-C, D).
Em algumas placentas, foi possivel observar células hematopoéticas expressando
fortemente vimentina em vasos mais distais do labirinto e proximos das células
espongiotrofoblasticas em transicdo mesenquimal (Fig. 4.8.4-D); enquanto vasos
vizinhos, porém mais afastados da zona de juncdo, continham células
hematopoéticas imaturas expressando fracamente a vimentina na regido perinuclear

da célula ou células negativa para vimentina (Fig. 4.8.4-E).

Células trofoblasticas foram observadas formando aglomerados de células
préximas a zona de junc¢do, cujas células possuiam um ou dois nucléolos salientes
quase sempre visiveis (Fig. 4.8.5-A, B). Células semelhantes foram observadas
fracamente aderidas entre si e ao estroma adjacente enquanto supostamente
adquiriam uma morfologia diferente (Fig. 4.8.5-C). Células hematopoéticas imaturas
e de organizacdo nuclear semelhante foram observadas em arranjo morfologico
similar, conectadas entre si e ao estroma adjacente, sem estarem envolvidas por
uma organizacdo endotelial visivel do vaso fetal (Fig. 4.8.5-D). As similaridades
morfolégicas sugeriram que tais células poderiam ser precursoras de células
hematopoéticas imunoblastoides observadas em conjuntos no interior dos vasos
fetais (Fig. 4.8.5-E) e/ou de endotélio imunoblastoide hemogénico, de onde as
células imunoblastoides poderiam se originar por brotamento (Fig. 4.8.5-F). De fato,
diversas vezes foram observadas células hematopoéticas em contato intimo com
células trofoblasticas citoqueratina-8 positivas (Fig. 4.8.6-A, B). Ainda, foram
observadas raras células citoqueratina-8 positivas no interior da circulagéo fetal, cujo

nucleo era caracteristico de célula hematopoética (Fig. 4.8.6-C, D).

O anticorpo contra o VEGF estava expresso fenotipicamente em varias
células trofoblasticas da placenta. Algumas células espongiotrofoblasticas, CTG e
algumas células trofoblasticas da regido do labirinto (Fig. 4.8.7-A, B, C) expressaram
esse fator. O VEGF também foi positivo em algumas células da circulagédo fetal (Fig.

4.8.7-C-F), incluindo células que também expressaram vimentina (Fig. 4.8.7-D-F).
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Para entender e acompanhar a transicao epitélio-mesenquimal das células
espongiotrofoblasticas, foram analisadas placentas de camundongos SW em outras
idades gestacionais. Aos 9,5 dg, havia menos células Tpbpa positivas na zona de
juncdo e nenhuma célula na regido de labirinto. Foram encontradas areas de células
Tpbpa positivas que ndo expressavam vimentina (Fig. 4.8.8-A). Em outras areas,
préximas ou ndo do labirinto, foi possivel observar células Tpbpa positivas proximas
a células duplo-positivas que expressavam fracamente a vimentina (Fig. 4.8.8-B, C,
D). No entanto, em algumas placentas com 9,5 dg foram encontradas células Tpbpa
positivas que expressavam fortemente a vimentina, as quais encontravam-se bem
préximas aos vasos fetais do labirinto (Fig. 4.8.8-E, F), vasos estes que as vezes
continham células hematopoéticas circulantes vimentina positivas (Fig. 4.8.8-F). E
importante ressaltar que algumas células endoteliais de vasos do labirinto possuem

formato globoso e néo o tipico aspecto fusiforme (Fig. 4.8.8-F).

Aos 12,5 dg, a zona de juncdo apresentou-se mais espessa e foi possivel ver
células espongiotrofoblasticas Tpbpa positivas projetando-se desta regido em
direcdo do labirinto (Fig. 4.8.9-A). As vezes, foi possivel observar a expressao fraca
de vimentina na periferia de algumas células Tpbpa positivas (Fig. 4.8.9-B, C, D).
Nessa idade, algumas células espongiotrofoblasticas expressaram a proteina Tpbpa
mais intensamente (4.8.9-E). Um pouco mais tarde no desenvolvimento, aos 14,5
dg, as células espongiotrofoblasticas expressaram fortemente Tpbpa mas foram
negativas para vimentina (Fig. 4.8.10-A, B, C).
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Figura 4.8.1. Deteccdo de Vimentina em células espongiotrofoblasticas reveladas pela
expressdo de Tpbpa. (A) Todas as células da camada espongiotrofoblastica (espong) expressam
Tpbpa. Algumas células Tpbpa* também séo observadas em meio a células trofoblasticas do labirinto
(lab). A vimentina esta presente nas células endoteliais dos vasos fetais da placa coribnica (PC),
labirinto, e decidua (dec). E possivel observar algumas células que expressam tanto Tpbpa quanto
vimentina na zona de juncdo e também no labirinto (retdngulo). (B) Duas células grandes
expressando Tpbpa no labirinto (seta), em que uma delas também expressa vimentina (*). (C)
Heterogeneidade nas células duplo-positivas da zona de jung¢d@o. Algumas células expressam
fortemente Tpbpa e possuem apenas alguns filamentos de vimentina na periferia (seta branca). Outra
célula com pouca quantidade de vimentina mas na regido perinuclear (seta amarela). Outras células
Tpbpa* com muita vimentina por todo o citoplasma (seta azul). As células duplo-positivas sdo também
heterogéneas em tamanho e arranjo nuclear, com algumas células exibindo nucleo bilobado/ dois
ndcleos.

Figs. A-C: B6, 10,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, ciano:
DAPI. Confocal LSM 710. Barra A= 100 ym; C= 10 ym.
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Figura 4.8.2. Deteccdo de Vimentina. (A) Raras células na decidua (dec) expressam Tpbpa e
vimentina (seta). (B-D) Arranjos sugestivos de formac¢&o tubular por células espongiotrofoblésticas da
zona de juncdo (espong) préximas ao labirinto (lab). Nestes, duas células duplo-positivas para
citoqueratina-8 e Vimentina se organizam na periferia do arranjo (C, D: setas) que contém uma
cavidade no interior (D: *). Um vaso fetal do labirinto proximo a esse arranjo possui numerosas
células vimentina positivas no seu interior (B: inset). (E, F) Outros vasos proximos a camada de
células espongiotrofoblasticas duplo-positivas para Tpbpa e vimentina contém células que expressam
vimentina em seu interior (setas).

Figs. A, E, F: B6, 10,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546,
ciano: DAPI. Figs. B-D: B6, 10,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: Troma TRITC,
ciano: DAPI. Figs. A-F: Confocal LSM 710. Barra A, B= 30 uym; E, F= 20 um.
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Figura 4.8.3. Deteccdo de Vimentina e CD31 na zona de junc¢do. (A, B) Células da camada
espongiotrofoblasticas (espong) expressam Tpbpa e algumas delas também expressam CD31 na
periferia (setas). (C, D) Algumas células trofoblasticas gigantes (CTG) também expressam CD31 na
periferia celular (setas). (E, F) Quando submetidas a dupla-marcacdo com Vimentina e CD31,
algumas células espongiotrofoblasticas expressam filamentos de vimentina de forma difusa no
citoplasma e CD31 na periferia (cabeca de seta). Algumas células espongiotrofoblasticas sao
positivas apenas para vimentina (seta). lab: labirinto.

Figs. A, B: SW, 10,5 dg; Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, branco:
DAPI. Figs. B, C: B6, 10,5 dg; Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: Troma TRITC, ciano: DAPI.
Figs. D, E: B6, 10,5 dg; Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546, branco:
DAPI. Figs. A-F: Confocal LSM 710. Barra A, C-E= 30 um; B. F= 20 uym.
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Figura 4.8.4. Distribuicdo espacial de vimentina: do espongiotrofoblasto até células
hematopoéticas do labirinto. (A) Imagem panoradmica de uma porcao da placenta de camundongos
mostrando as regifes recortadas para arranjos em maior aumento. (B, C) Células na camada
espongiotrofoblastica expressando vimentina préxima a vasos fetais do labirinto (cabeca de seta).
Células na parede do vaso fetal sdo globosas e vimentina positivas (C: *). (D) Detalhe da imagem C,
mostrando uma célula imatura no vaso fetal expressando vimentina (seta). Células
espongiotrofoblasticas com filamentos de vimentina também presentes nessa imagem (cabecga de
seta). (E) Outro detalhe da imagem C, mostrando duas células imunoblastoides no sangue fetal (sf).
Uma célula expressa fracamente vimentina na regido perinuclear (*) enquanto a outra célula é
negativa.

Figs. A-E: B6, 10,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 635, branco: DAPI. Confocal LSM 710. Barra
A=60pm; B-E= 30 um.
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Figura 4.8.5. Sequéncia morfolégica de diferenciacdo hematopoética. (A, B) Células
trofoblasticas com um ou dois nucléolos salientes formando aglomerados de células proximos a
vasos fetais do labirinto (*). Algumas células hematopoéticas imaturas estdo presentes em vasos
fetais proximos (setas). (C) Grupos de células trofoblasticas semelhantes contém células fracamente
aderidas entre si e ao estroma adjacente por prolongamentos citoplasméticos (*). Mitose de célula
trofoblastica (cabeca de seta). (D) Células hematopoéticas grandes, com nucleo reticulado e varios
nucléolos salientes encontram-se aderidas entre si (seta azul) e ao vaso adjacente (seta laranja), o
gual ndo possui organizacao endotelial perceptivel. Células hematopoéticas imaturas basofilicas tao
presentes em vasos sanguineos proximos (seta preta). (E) Aglomerado de células hematopoéticas
grandes, com nucleo reticulado e varios nucléolos salientes encontram-se no limen de um vaso
aparentemente com endotélio descontinuo (setas). (F) Célula endotelial imunoblastoide aderida a
uma célula morfologicamente semelhante brotando para o limen do vaso fetal (seta laranja).

Figs. A-C: SW, 10,5 dg; HE. Fig. D: B6, 10,5 dg; HE. Figs. E, F: SW, 10,5 dg; HE. Barra= 20 ym.
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Figura 4.8.6. Células hematopoéticas e trofoblasticas. (A-B) Células sanguineas que expressam
VWF (seta) em contato direto com células trofoblasticas adjacentes (*). (C-D) Algumas células no
interior da circulagéo fetal expressam citoqueratina 8.

Figs. A-B: B6, 10,5 dg; Verde: vVWF Alexa Fluor 488, vermelho: Troma Alexa Fluor 594, azul: DAPI.
Microscépio de fluorescéncia Axiovert M1. Figs. C-D: B6, 10,5 dg; vermelho: citoqueratina-8 Alexa
Fluor 546, ciano: DAPI. Confocal LSM 710. Barra= 30 pym.
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Figura 4.8.7. Expressdo de VEGF. (A-C) O VEGF é amplamente expresso em varias células
trofoblastica da placenta. Algumas células espongiotrofoblasticas (espong), células trofoblaticas
gigantes (CTG) e células trofoblasticas do labirinto (lab). Algumas células no interior do vaso fetal
também expressam VEGF (C: seta). (D-F) Células circulantes positivas para VEGF estéo distribuidas
nos vasos fetais de todo o labirinto (seta) e algumas também expressam filamentos de vimentina (*).

Figs. A-C: B6, 10,5 dg; Verde: VEGF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Figs.
D-F: B6, 10,5 dg; Verde: VEGF Alexa Fluor 488, vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546, branco: DAPI.
Figs. A-F: Confocal LSM 710. Barra= 30 ym.
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Figura 4.8.8. Deteccdo de Tpbpa e vimentina na placenta murina com 9,5 dg. (A) Camada de
células espongiotrofoblasticas detectadas pela presenca de Tpbpa. (B-E) Algumas células Tpbpa
também expressam vimentina (seta). (F) Conjunto de células espongiotrofoblasticas duplo-positivas
para Tpbpa e vimentina proximas a um vaso fetal do labirinto. Este vaso possui célula endotelial
globosa (cabeca de seta) e duas células hematopoéticas no lumen (setas).

Figs. A-C: SW, 9,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, branco:
DAPI. Confocal LSM 710. Barra= 30 ym.
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Figura 4.8.9. Deteccdo de Tpbpa e vimentina na placenta murina com 12,5 dg. (A) Camada de
células espongiotrofoblasticas detectadas pela presenca de Tpbpa. (B) No maior aumento é possivel
observar que o espongiotrofoblasto penetra no labirinto (*) e possui raras células que expressam
vimentina na periferia (seta). (C, D) Outras células Tpbpa positivas expressando fracamente
vimentina na periferia celular (seta). (E) Algumas células expressam intensamente Tpbpa em todo o
citoplasma (*).

Figs. A-C: SW, 12,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, branco:
DAPI. Confocal LSM 710. Barra= 150 ym, B-E= 40 ym.
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Figura 4.8.10. Deteccdo de Tpbpa e vimentina na placenta murina com 14,5 dg. (A) A camada
espongiotrofoblastica é detectada pela presenca de Tpbpa (vermelho). O labirinto consiste na maior
parte da placenta e pode ser visualizado pela intensa vascularizacdo evidenciada pela marcacéo
endotelial vimentina (verde) (B-C) O maior aumento das células espongiotrofoblasticas da zona de
juncdo (B) e daquelas que invaginam para o labirinto (C) revela a forte expressdo de Tpbpa no
citoplasma destas células (*).

Figs. A-C: SW, 14,5 dg; Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, branco:
DAPI. Confocal LSM 710. Barra A= 150 ym; B, C=40 um.

145



4.9 Importancia do PGF navasculogénese no labirinto da placenta

A morfologia das placentas de camundongos Pgf’- variou bastante entre os
sitios implantacionais de fémeas com 10,5 dg. Todas as placentas pareciam ter
algum grau de alteracdo morfolégica nas regides da placenta, seja na espessura e
composicdo da zona de juncdo ou na invasao decidual ou nos vasos do labirinto
(Fig. 4.9.1). Devido a grande diversidade morfolégica encontrada, nao foi possivel
medir a espessura e tamanho dos vasos fetais do labirinto para achar um padréo de
alteracdo vascular nessa regido que pudesse ser relacionado a auséncia desse
fator. Em apenas um dos sitios implantacionais analisados, foi observado um grande
namero de células apoptoticas na porcao final de vasos que se infiltravam no interior

do labirinto a partir da placa corionica (Fig. 4.9.2-A, B).

Em todos os sitios, entretanto, foram observadas uma quantidade
relativamente maior de células hematopoéticas imaturas, normalmente observadas
em grupos de células. Algumas células hematopoéticas encontradas foram
fortemente basofilicas (Fig. 4.9.2-C) ou possuiam nucleo bilobado ou duplo (Fig.
4.9.2-D). Entretanto, as células imunoblastoides foram as células hematopoéticas
imaturas mais frequentes em camundongos Pgf’, contendo células aparentemente
aderidas umas as outras, e as vezes formando clusters (Fig. 4.9.2-D-F). A
heterogeneidade das células p6de ser melhor visualizada por imunohistoquimica
realizada com o anticorpo anti-CD41, revelando a presenca de células de diferentes
tamanhos e arranjos nucleares, bem como diferentes intensidades de expressao de
CDA41 (Fig. 4.9.3). O numero de células CD41 positivas no labirinto das placentas de
camundongos Pgf’ foi quase duas vezes maior do que a quantidade de células
CD41 dos camundongos controle B6 (Fig. 4.9.3-E).

Tanto camundongos Pgf’ quanto B6 expressaram fortemente CD71 na regido
de labirinto da placenta, possivelmente no sinciciotrofoblasto (Fig. 4.9.4-A-F).
Células de morfologia eritroblastoide em ambas as linhagens foram CD71* (Fig.
4.9.4-A-F). Entretanto, os eritroblastos dos camundongos B6 foram frequentemente
observados em clusters principalmente nos vasos fetais do labirinto proximos a zona
de juncao (Fig. 4.9.4-A, E) enquanto raros clusters eritropoéticos foram observados
nos camundongos Pgf’. Além disso, apenas os camundongos B6 apresentaram
uma fraca marcacao citoplasmatica em algumas células do espongiotrofoblasto (Fig.
4.9.A, C).
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A imunofluorescéncia revelou que as ceélulas espongiotrofoblasticas de
camundongos Pgf’- expressavam Tpbpa (Fig. 4.9.4-A) e vimentina (Fig. 4.9.4-B)
com menor intensidade do que camundongos controle. Ainda assim, foi possivel
observar células duplo-positivas para esses dois marcadores em algumas areas da
zona de juncédo (Fig. 4.9.4-C). O CD31 foi raramente expresso por células
espongiotrofoblasticas (Fig. 4.9.4-D), mesmo naquelas fracamente positivas para
vimentina (Fig. 4.9.4-E). O VEGF continuou sendo amplamente expresso na

placenta, principalmente nas CTG, as quais foram fortemente positivas (Fig. 4.9.4-F).

Os vasos fetais das placentas Pgf’- com 10,5 dg, exibiram o mesmo padrdo
de marcacao nas células endoteliais para CD31 (Fig. 4.9.5-A). Entretanto, algumas
células no interior de vasos fetais proximos a zona de juncdo também continham
células hematopoéticas circulantes CD31 positivas (Fig. 4.9.5-A, B). Como nos
camundongos controle, a vimentina exibiu um padrdo de marcacdo mais intenso nos
vasos fetais do labirinto (Fig. 4.9.5-C, D). Clusters de células vimentina positivas
também foram observados em vasos fetais do labirinto proximos a zona de juncéo
(Fig. 4.9.5-E, F). Além de células hematopoéticas CD31 ou vimentina positivas,
foram encontradas células hematopoéticas CD41 positivas nos camundongos Pgf’-
(Fig. 4.9.6-A, B, C, D, E, F), ou ainda, células duplo-positivas para os marcadores
CDA41 e vimentina (Fig. 4.9.6-B, C, D) ou CD41 e VWF (Fig. 4.9.6-E, F).
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Figura 4.9.1. Placentas de camundongos knockout para o Fator de Crescimento Placentério
(Pgf”). (A-D) Imagem panoramica da placenta de camundongos Pgf” aos 10,5 dg. Em todas as
imagens € possivel distinguir as camadas basicas da placenta: decidua basal (DB), zona de juncéo
(ZJ) que é composta por uma camada de células trofoblasticas gigantes (CTG) e uma camada de
células espongiotrofoblasticas (espong), e o labirinto (lab).

Figs. A-C: Pgf*, 10,5 dg; HE. Barra= 300 uym.
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Figura 4.9.2. Regido de labirinto das placentas de camundongos knockout para o Fator de
Crescimento Placentario (Pgf”). (A, B) Figuras apoptéticas em vasos que chegam no labirinto. (C-
F) Células hematopoéticas imaturas no interior dos vasos fetais (setas). As células imaturas séo
heterogéneas e parecem aderidas entre si e, as vezes, ao endotélio adjacente (C, D: *).

Figs. A-C: Pgf’, 10,5 dg; HE. Barra= 20 um.
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Figura 4.9.3. Comparacdo do numero relativo de células CD41* no labirinto das placentas de
camundongos knockout para o Fator de Crescimento Placentario (Pgf”) e controle C57BI/6
(B6). (A-D) Células hematopoéticas positivas para CD41 apos imunohistoquimica. As células CD41*
sdo morfologicamente heterogéneas e possuem diferentes intensidades de expresséo de CD41. As
células imaturas estdo frequentemente organizadas em clusters em camundongos Pgf’- (circulo azul).
(E) Grafico da quantidade relativas de células CD41* em animais controle B6 e camundongos Pgf”.
Foram contadas todas as células CD41* presentes em dois cortes histolégicos por sitio
implantacional. Os gréficos representam cinco sitios implantacionais diferentes oriundos de duas
fémeas B6 e duas fémeas Pgf” com 10,5 dg. P<0,05.

Figs. A, C: B6, 10,5 dg. Figs. B, D: Pgf”, 10,5 dg; CD41 e hematoxilina. Barra= 20 ym.
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Figura 4.9.4. Expressdo de CD71 na placentas de camundongos knockout para o Fator de
Crescimento Placentario (Pgf”) e controle C57BI/6 (B6). (A-F) Expressdo de CD71 concentrada
na regido de labirinto da placenta de camundongos B6 (A, C, E) e Pgf” (B, D, F), possivelmente no
sinciciotrofoblasto. Algumas células na camada espongiotrofoblastica (espong) também expressaram
0 CD71 no citoplasma, embora de forma menos intensa que no labirinto (A, C: cabeca de seta).
Algumas células de morfologia eritroblastoide no interior dos vasos fetais também foram positivas
para CD71 (A-F: setas). Células eritoblastoides unidas entre si formando clusters foram observadas
em camundongos B6 (A, E: *)

Figs. A, C, E: B6, 10,5 dg. Figs. B, D, F: Pgf’, 10,5 dg. Fig. A-F: Verde: CD71 Alexa Fluor 488,
vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Confocal LSM 710. Barra= 30 pm.
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Figura 4.9.5. Imunofluorescéncia em camundongos knockout para o Fator de Crescimento
Placentario (Pgf’) - 1. (A) Expressdo fenotipica discreta de Tpbpa nas células da camada
espongiotrofoblastica (espong). (B) Algumas células espongiotrofoblasticas expressam fracamente
vimentina em comparagédo com a forte marcacao no endotélio dos vasos fetais do labirinto (lab). (C)
Podem ser observadas raras células duplo-positivas para Tpbpa e vimentina (setas). (D, E)
Expressdo de CD31 em uma célula da camada espongiotrofoblastica (seta), enquanto a maioria das
células sdo negativas, mesmo aquelas que expressam fracamente vimentina (E: seta). (F) Células
trofoblasticas gigantes (CTG) expressam grande quantidade de VEGF no citoplasma.

Fig. A: Vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, ciano: DAPI. Fig. B: Vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546,
branco: DAPI. Fig. C: Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546, branco:
DAPI. Fig. D: Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, ciano: DAPI. Fig. E: Verde:
CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Fig. F: Verde: VEGF
Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. A-F: Confocal LSM 710. Barra= 30 ym.
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Figura 4.9.6. Imunofluorescéncia em camundongos knockout para o Fator de Crescimento
Placentario (Pgf”) - Il. (A, B) Expressédo de CD31 nas células endoteliais dos vasos sanguineos do
labirinto (lab) e também em algumas células hematopoéticas no Iimen dos vasos (seta). (C, D) As
células endoteliais dos vasos fetais do labirinto também expressam vimentina, e algumas delas sao
globosas (C: cabeca de seta) e ndo possuem forma eliptica como as demais células da parede do
vaso. (E, F) Fraca positividade de vimentina pode ser observada nas células espongiotrofoblasticas.
Em vasos préoximos a essa regido, encontram-se clusters de células vimentina positivas (F).

Figs. A, B: Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, ciano: DAPI. Fig. C: Verde: CD31
Alexa Fluor 488, vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Fig. D-F: Vermelho: Vimentina
Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Fig. A-F: Confocal LSM 710. Barra= 30 pym.
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Figura 4.9.7. Imunofluorescéncia em camundongos knockout para o Fator de Crescimento
Placentario (Pgf”) - Ill. (A-F) Expressédo de CD41 em células hematopoéticas no interior do vaso
sanguineo (seta branca). Algumas células CD41 positivas também expressam vimentina (seta
amarela) ou VWF (seta azul). Célula endotelial globosa (B: cabeca de seta).

Fig. A: Verde: CD41 FITC, vermelho: Troma TRITC, branco: DAPI. Figs. C-D: Verde: CD41 FITC,
vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Figs. E, F: Verde: CD41 FITC, vermelho: vVWF
Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Fig. A-F: Confocal LSM 710. Barra= 30 pm.
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4.10 Enxerto subcapsular renal

Das 11 fémeas gravidas Rag’yc que receberam o enxerto, trés morreram
logo apos a cirurgia por complicagdes do procedimento/ anestesia (Tabela 4.1). Elas
tiveram seus rins coletados para confeccdo de blocos parafinados e andlise da
estrutura do 6rgéo e do EPC no dia 0. As demais fémeas se recuperaram da cirurgia
e a maioria delas manteve a prenhez (Tabela 4.1). Destas, duas fémeas
apresentaram crescimento de enxerto visivel macroscopicamente, 0s quais
consistiam em nédulos hemorragicos vermelho-escuros de tamanhos variados (Fig.
4.10.1). Algumas das demais fémeas desenvolveram niveis moderados de fibrose
no local do enxerto (grande conteddo de matriz extracelular e neutréfilos) mas néao
obtiveram crescimento de células GFP* do cone ectoplacentério (Tabela 4.1). Foram
quatro enxertos no total, cuja localizacdo foi confirmada histologicamente pela
positividade aos marcadores GFP, citoqueratina-8 e Tpbpa.

Tabela 4.1. Resumo dos experimentos de enxerto de cone ecoplacentario (EPC) sob a capsula renal
de camundongos fémeas gravidas Rag”yc'.

#01 Doador = 8 sitios implantacionais doados para 2 receptores (2 EPC/rim)
Procedimento: Coleta:
Receptor 1= 8,5dg Receptor 1= 6 sitios implantacionais vidaveis de 11,5 dg
Receptor 2= 8,5dg Receptor 2= 2 sitios implantacionais vidaveis de 11,5 dg

#02 Doador = 8 sitios implantacionais doados para 2 receptores (2 EPC/rim)
Procedimento: Coleta:
Receptor 1=6,5dg Receptor 1= abortou 3 enxertos
Receptor 2= 6,5dg Receptor 2= Morte a recuperac¢do pds-anestésica

#03 Doador = 8 sitios implantacionais doados para 2 receptores (2 EPC/rim)
Procedimento: Coleta:
Receptor 1=6,5dg Receptor 1= 14 sitios implantacionais vidveis de 9,5 dg Fibrose
Receptor 2= 6,5 dg Receptor 2= 9 sitios implantacionais vidveis de 9,5dg  Fibrose

#04 Doador = 8 sitios implantacionais doados para 2 receptores (2 EPC/rim)
Procedimento: Coleta:
Receptor 1=6,5dg Receptor 1= 8 sitios implantacionais viaveis de 9,5dg 1 enxerto
Receptor 2=7,5dg Receptor 2= 9 sitios implantacionais vidveis de 10,5 dg Fibrose

#05 Doador = 4 sitios implantacionais doados para 1 receptor (2 EPC/rim)
Procedimento: Coleta:
Receptor 1=6,5dg Receptor 1= Morte a recuperacao pos anestésica

#06 Doador = 8 sitios implantacionais doados para 2 receptores (2 EPC/rim)
Procedimento: Coleta:
Receptor 1=5,5dg Receptor 1= Morte a recuperac¢do pds anestésica
Receptor 2=5,5dg Receptor 2= 8 sitios implantacionais vidveis de 8,5 dg
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Os quatro enxertos apresentaram caracteristicas histologicas similares e, por
isso, foram apresentados em conjunto nessa sec¢do. Detalhes da analise histologica
de dois deles encontram-se na figura 4.10.1 para exemplificacdo. O local dos
enxertos foi representado por uma hemorragia e algumas CTG com longos
prolongamentos citoplasmaticos (Fig. 4.10.1). Foi observado infiltrado de neutrofilos
préximo a capsula renal e as CTG do doador (Fig. 4.10.1-C-F). Houve pouco
comprometimento do tecido renal adjacente, que em sua maioria, hao apresentou
alteracdes visiveis ou infiltrados de células gigantes do doador. Como esperado, as
células gigantes do enxerto expressaram citoqueratina-8, e foi possivel observar que
os longos prolongamentos citoplasmaticos eram continuos entre as células (Fig.
4.10.2-A, B). Algumas células da capsula renal também foram positivas para o
anticorpo anti-citoqueratina-8 (Fig. 4.10.2-B). As células gigantes, e outras células de
fendtipos variados, também expressaram a proteina Tpbpa com diferentes

intensidades de marcacéao (Fig. 4.10.2-C D).

As células do enxerto puderam ser identificadas com precisédo pelo anticorpo
anti-GFP, que marcou intensamente o citoplasma e nucleo das células derivadas do
cone ectoplacentario. Quando combinado com o anticorpo anti-vimentina, foram
identificadas algumas células duplo-positivas bem como células do animal receptor
positivas apenas para vimentina (Fig. 4.10.3). Algumas células GFP positivas
também expressaram a molécula CD31 (Fig. 4.10.4). As células duplo-positivas
estavam presentes principalmente nas células gigantes e suas projecdes
citoplasmaticas, e muitas vezes formavam canais ao redor de areas hemorragicas
(Fig. 4.10.4-B-D). O endotélio dos vasos renais e algumas células de morfologia
variada foram positivas para o CD31 (Fig. 4.10.4-A, B, D). Ainda que pouco comum,
em alguns cortes foi observada a presenca de células do doador infiltradas no tecido
renal proximo a area hemorragica (Fig. 4.10.5-A). O endotélio dos vasos renais
foram negativos para o anticorpo anti-vWF, mas certa positividade de endotélio foi
encontrada em vasos e outras células da capsula renal (Fig. 4.10.5-B, C). VWF
estava presente nos prolongamentos citoplasmaticos de algumas células gigantes,
algumas vezes formando pequenos canais ao redor de areas de sangue
hemorragico (Fig. 4.10.5-C, D, E). Ocasionalmente células VWF* ou plaquetas
estavam superpostas nas células gigantes GFP positivas, sempre ao redor dos

espacos hemorragicos (Fig. 4.10.5-E). Raras células globosas GFP positivas que
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estavam na regido hemorragica também expressaram o marcador Runx-1 (Fig.
4.10.6).
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Figura 4.10.1. Aspecto histologico do enxerto subcapsular renal. (A-F) Enxerto caracterizado por
hemorragia, com numerosas hemacias maternas e neutrofilos (seta amarela), e a presenca de células

trofoblasticas gigantes (setas).
Figs. A-F: HE. Microscoépio VSlide. Barra A, B= 200 pm; C-F= 30 pm.
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Figura 4.10.2. Imunofluorescéncia do enxerto subcapsular renal: citoqueratina-8 e Tpbpa. (A,
B) Expressédo de citoqueratina-8 nas células trofoblasticas gigantes (CTG) do enxerto e também em
algumas células menores da capsula renal (setas). As CTG possuem longos prolongamentos
citoplasmaticos das CTG. (C, D) Algumas CTG possuem granulos citoplasmaticos positivos para
Tpbpa. A quantidade de granulos varia entre as células (seta).

Figs. A, B: Verde: Troma Alexa Fluor 488, ciano: DAPI. Figs. C, D: Vermelho: Tpbpa Alexa Fluor
546, ciano: DAPI. Figs. A-D: Confocal LSM 710. Barra= 40 ym.

160



Figura 4.10.3. Imunofluorescéncia do enxerto subcapsular renal: vimentina. (A, B) As células do
enxerto sdo identificadas pela fluorescéncia verde do anticorpo anti-GFP. Expressao de Vimentina no
citoplasma de algumas células trofoblasticas gigantes (CTG) do enxerto (seta branca). Algumas
células da capsula renal (A) ou células sanguineas do infiltrado inflamatério (B) expressam apenas
vimentina (seta azul). (C, D) Células endoteliais do tecido renal e células sanguineas do animal
receptor expressam fortemente vimentina (seta azul), enquanto algumas células gigantes possuem
alguns filamentos citoplasmaticos (seta branca).

Figs. A-D: Verde: GFP Alexa Fluor 488, Vermelho: Vimentina Alexa Fluor 546, branco: DAPI.
Confocal LSM 710. Barra= 40 ym.
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Figura 4.10.4. Imunofluorescéncia do enxerto subcapsular renal: CD31. (A) Expresséo de CD31
no citoplasma de algumas células trofoblasticas gigantes (CTG) do enxerto (seta branca). (B)
Algumas CTG duplo-positivas e suas projecdes citoplasmaticas se organizam ao redor de areas
hemorragicas menores (B: *). (C, D) Detalhes das células duplo-positivas para GFP e CD31 que
formam esses canais (seta branca). Células que expressam apenas CD31 também podem ser
visualizadas.

Figs. A-D: Verde: GFP Alexa Fluor 488, Vermelho: CD31 Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Confocal
LSM 710. Barra= 40 ym.
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Figura 4.10.5. Imunofluorescéncia do enxerto subcapsular renal: vWF. (A) Expressdo de GFP
entre os glomérulos renais (seta branca). (B) Algumas células da capsula renal positivas apenas para
VWF (seta azul). (C-E) VWF nos prolongamentos citoplasméaticos de algumas células gigantes
formando canais ao redor de areas hemorragicas (cabeca de seta).

Figs. A-D: Verde: GFP Alexa Fluor 488, Vermelho: vVWF Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Confocal
LSM 710. Barra A= 70um; B-E= 40 ym.
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Figura 4.10.6. Imunofluorescéncia do enxerto subcapsular renal: Runx1. (A-D) Célula globosa do
doador expressando Runxl (A), GFP (B) e DAPI (C). A sobreposi¢do dos canais de fluorescéncia
encontra-se em D.

Figs. A-D: Verde: GFP Alexa Fluor 488, Vermelho: vVWF Alexa Fluor 546, branco: DAPI. Microscépio
de fluorescéncia Axiovert M1. Barra= 20 ym.
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4.11 Outros tecidos extraembrionarios e fetais

Com a coleta de todo o sitio implantacional, o saco vitelinico e o feto estavam
presentes em quase todos os cortes histoldgicos. Dependendo da altura do plano de
corte do feto, sitios hematopoéticos como a aorta dorsal e o figado fetal puderam ser
observados. Assim como na placenta, as células hematopoéticas mais abundantes
no interior de todos 0s vasos embrionarios e extraembrionarios em todas as idades
gestacionais analisadas foram eritrécitos nucleados. Entretanto, algumas células

imaturas puderam ser observadas.

O saco vitelinico consistiu em uma monocamada de células endodérmicas e
uma fina camada de células mesodérmicas que envolvem o embrido (Fig. 4.11.1-A-
F; 4.11.2-A-F). Aos 9,5 dg, o didmetro dos vasos vitelinicos era heterogéneo e
alguns vasos apresentavam-se mais congestos de células do que outros (Fig.
4.11.1-A, B). No lumen dos vasos foram encontrados numerosos eritrocitos
nucleados (Fig. 4.11.1-A, B) e raras células hematopoéticas de fendtipo mais
imaturo que expressavam fracamente vimentina (Fig. 4.11.1-C, D). Os vasos
intraembrionarios que ja haviam se formado aos 9,5 dg também possuiam
majoritariamente eritrocitos primitivos, mas podiam conter raras células vimentina
positivas (Fig. 4.11.1-E). Encontramos em nosso material, uma regido da aorta
dorsal que ainda ndo havia se fundido, a qual continha apenas algumas células

endoteliais expressando VWF (Fig. 4.11.1-F). O figado fetal ndo foi analisado aos 9,5

dg.

Aos 10,5 e 11,5 dg, os vasos do saco vitelinico também apresentaram
diversos tamanhos (Fig. 4.11.2-A, B). Quanto mais préximo da placenta, o saco
vitelinico possuia mais vilosidades e, com isSso, 0S vasos sanguineos nessa regido
eram mais estreitos (4.11.2-C, D). Células hematopoéticas imaturas foram
frequentemente observadas circulando junto com 0s humerosos eritrocitos primitivos
(Fig. 4.11.2-C). Raramente, clusters de células imaturas foram observados nos
vasos vitelinicos proximos da placenta (Fig. 4.11.2-D). A imunofluorescéncia do saco
vitelinico nessas idades revelou que algumas células imaturas circulantes
expressaram vimentina (Fig. 4.11.3-A), ou VWF (Fig. 4.11.3-B-D) ou VEGF (Fig.
4.11.3-E). Foi observado em um sitio implantacional, dois clusters de células
hematopoéticas VWF positivas na regido de labirinto proxima a placenta (Fig. 4.11.4-

B-D). O saco vitelinico ainda apresentou expressédo de Tpbpa de forma polarizada
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em algumas células do endoderma, sempre na regido oposta ao vaso vitelinico (Fig.
4.11.3-F).

Os vasos intraembrionarios aos 10,5 e 11,5 dg eram maiores e 0S vasos
aodrticos ja haviam se fundido em uma aorta dorsal Unica (Fig. 4.11.4-A). Foram
observados alguns brotamentos de CTH a partir de projecdes intraluminais do
endotélio ventral da aorta dorsal (Fig. 4.11.4-B, C) e dos vasos umbilicais (Fig.
4.11.4-D). Em geral, os eritrocitos nucleados foram abundantes nos vasos
sanguineos intraembrionérios (Fig. 4.11.4-E, F). Todas as células endoteliais da
aorta expressaram tanto c-Kit (Fig. 4.11.5-A) quanto CD31 (Fig. 4.11.5-B). As CTH
gue brotavam do endotélio aértico também expressaram CD31 (Fig. 4.11.5-B-D).
Nos outros vasos intraembrionarios, foram encontradas algumas células
hematopoéticas imaturas que expressaram Runxl (Fig. 4.11.5-E, F). A vimentina foi
expressa por algumas células hematopoéticas na circulacdo fetal (Fig. 4.11.6-A, B).
Curiosamente, células morfologicamente semelhantes tiveram diferentes expressdes
citoplasmaticas de vimentina (Fig. 4.11.6-B). Algumas células circulantes dos vasos
intraembrionarios também expressaram VWF (Fig. 4.11.6-C, D, E) ou VEGF (Fig.
4.11.6-F). Ainda, algumas células endoteliais dos vasos sanguineos do feto
expressaram VWF (Fig. 4.11.6-C, D).

Em alguns fetos com 10,5 ou 11,5 dg foi possivel observar o figado fetal
constituido por corddes de hepatdcitos imaturos intercalados por vasos sanguineos
contendo principalmente eritrocitos nucleados (Fig. 4.11.7). Algumas células
hematopoéticas imaturas também foram observadas na circulacdo sanguinea do
figado fetal, bem como entre os corddes hepaticos (4.11.7-C, D). O endotélio dos
vasos do figado fetal foi positivo para vimentina, assim como algumas células
imaturas circulantes e eventualmente células hematopoéticas fora dos vasos
sanguineos, organizadas como células individuais em contato intimo com os
hepatocitos (Fig. 4.11.8-A-C). Os vasos sanguineos do figado fetal foram negativos
para o anticorpo contra VWF, mas alguns conjuntos de células hematopoéticas neste
orgéo foram positivos para VWF (Fig. 4.11.8-D-F).
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Figura 4.11.1. Saco vitelinico e aorta dorsal aos 9,5 dg (A, B). Vilosidades do saco vitelinico que
consistem em uma monocamada de endoderma (En) adjacente ao vaso sanguineo (*). Na circulacao
vitelinica encontram-se numerosos eritrécitos nucleados. (C, D) Junto com os eritrocitos séo
observadas raras células imaturas que expressam vimentina (seta). (E) Vasos intraembrionarios (*)
préximos ao tubo neural (TN) contém algumas células imaturas que expressam vimentina (seta). (F)
Regido da aorta dorsal que ainda nao se fundiu (*) contém raras células endoteliais que expressam
VWF (cabeca de seta).

Figs. A, B: HE. Figs. C-E: Verde/ roxo: vimentina Alexa Fluor 488, branco: DAPI. Fig. F: Verde: VWF
Alexa Fluor 488, branco: DAPI. Figs. C-F: Confocal LSM 710. Barra= 20 ym.
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Figura 4.11.2. Saco vitelinico aos 10,5 dg. (A, B) Vilosidades do saco vitelinico que consistem em
uma monocamada de endoderma (En) adjacente ao vaso sanguineo (*). Na circulagdo vitelinica
encontram-se numerosos eritrocitos nucleados. (C, D) O saco vitelinico apresenta mais vilosidades

guando proximo a placenta. Algumas células imaturas isoladas ou em grupo de células sao
observadas junto aos eritrocitos (seta).

Figs. A, B: B6, 10,5 dg, HE. Barra= 20 ym.
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Figura 4.11.3. Fendétipo das células imaturas no saco vitelinico aos 10,5 dg. (A) Células
hematopoéticas imaturas no limen do vaso do saco vitelinico expressam fenotipicamente Vimentina
(seta). (B-D) Clusters de células hematopoéticas VWF positivas em dois vasos vitelinicos proximos a
placenta (seta). (E) Algumas células na circulagdo sanguinea do saco vitelinico expressam VEGF
(seta). (F) Algumas células endodérmicas expressaram Tpbpa de forma polarizada na célula (seta).
En: endoderma.

Fig. A: B6, 10,5 dg, Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig.
B-D: B6, 10,5 dg, Verde: vVWF Alexa Fluor 488, vermelho: Troma Alexa Fluor 594, azul: DAPI. Fig. E:
B6, 10,5 dg, Verde: VEGF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. F: SW, 10,5
dg, Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: Tpbpa Alexa Fluor 546, ciano: DAPI. Fig. A, E, F:
Confocal LSM 710; Fig. B-D: Microscépio de fluorescéncia Axiovert M1. Barra= 30 ym.
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Figura 4.11.4. Vasos intraembrionarios e umbilicais aos 10,5 dg. (A) Feto com 10,5 dias
gestacionais com uma aorta dorsal Unica (*) localizada abaixo do tubo neural (Back et al). Outros
vasos embrionarios laterais e largos séo visualizados nesse corte (*). (B-D) Brotamentos intraluminais
de células tronco hematopoéticas na porcéo ventral da aorta dorsal (B, C: setas) e de um segmento
de um vaso umbilical (D: setas). (E-F) Outros vasos embrionarios com numerosos eritrécitos
nucleados.
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Figs. A, B: B6, 10,5 dg, HE. Barra A= 150 ym; B-D, F= 20um; E= 30 pym.
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Figura 4.11.5. Fenotipo das células imaturas dos vasos intraembrionarios aos 10,5 dg - I. (A)
Todas as células endoteliais da aorta dorsal expressam c-Kit (cabega de seta). (B-D) As células
endoteliais da aorta dorsal também expressam CD31, assim como as células tronco hematopoéticas
gue brotam do endotélio hemogénico (setas). (E, F) Presenca de células hematopoéticas imaturas
Runx1 positivas em vasos intraembriondrios largos (setas).

Fig. A: B6, 10,5 dg, Verde: c-Kit Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, ciano: DAPI. Fig. B-D:
B6, 10,5 dg, Verde: CD31 Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, ciano: DAPI. Figs. E, F: B6,
10,5 dg, Verde: Runxl Alexa Fluor 488, azul: DAPI. Fig. A-D: Confocal LSM 710; Fig. E, F:
Microscépio de fluorescéncia Axiovert M1.Barra= 30 pm.
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Figura 4.11.6. Fendtipo das células imaturas dos vasos intraembrionarios aos 10,5 dg - Il. (A, B)
Expressdo de vimentina em algumas células imaturas hematopoéticas no interior de um vaso
intraembriondrio (seta). Apesar de morfologicamente semelhantes, algumas células imaturas com
dois nucleos/ nucleo bilobado diferem quanto a presenca (seta branca) ou auséncia (seta azul) de
vimentina. (C-E) Algumas células endoteliais de um vaso lateral ao tubo neural (TN) expressam vWF,
assim como uma célula imatura no interior deste vaso e de outros vasos intraembrionarios (setas). (F)
Algumas células na circulagao sanguinea fetal expressam VEGF (setas).

Figs. A, B: B6, 10,5 dg, Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI.
Figs. C, D: SW, 10,5 dg, Verde: vVWF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig.
E: Verde: VWF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. F: B6, 10,5 dg, Verde:
VEGF Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI. Fig. A-F: Confocal LSM 710. Barra=
30 pm.
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Figura 4.11.7. Figado fetal aos 10,5 dg. (A-D) Figado fetal formado por corddes de hepatocitos
intercalados por vasos sanguineos contendo eritrcitos (*). Algumas células hematopoéticas imaturas
sdo identificadas pela sua morfologia e coloracdo entre os corddes de hepatdcitos e vasos
sanguineos (seta).

Figs. A, B: B6, 10,5 dg, HE. Barra A= 40um, B-D= 20 ym.
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Figura 4.11.8. Fendtipo das células imaturas no figado fetal na metade da gestagdo. (A-C) O
anticorpo anti-vimentina marcou o endotélio dos vasos sanguineos do figado fetal bem como algumas
células isoladas entre os corddes hepaticos (setas). (D-F) Aglomerados de células hematopoéticas
imaturas que expressam VWF (setas).

Figs. A-C: B6, 10,5 dg, Verde: Vimentina Alexa Fluor 488, vermelho: azul de Evans, branco: DAPI.
Figs. D-F: B6, 10,5 dg, Verde: vWF Alexa Fluor 488, azul: DAPI. Fig. A-C: Confocal LSM 710; Fig. D-
F: Microscépio de fluorescéncia Axiovert M1. Barra= 30 ym.
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4.12 Expressao génica de células CD41" apOs captura por microdisseccao a
laser (LCM)

Areas contendo as células CD41* da regido do labirinto da placenta foram
delimitadas com ajuda do PALM RoboSoftware e entédo capturadas por laser de alta
energia em um tubo coletor para a analise da expressdo génica dessa populacao
celular. Foram utilizadas placentas de cinco fémeas B6 de acasalamentos
singénicos (n=1) ou com machos Balbc-GFP (n=4). Neste trabalho, lidamos com
dois fatores limitantes a amplificacdo génica: a baixa quantidade de células
hematopoéticas imaturas por sitio implantacional, a qualidade do RNAm apdés o
processamento histolégico e o longo tempo de manipulacdo. Problemas durante o
processamento histolégico foram minimizados com o uso de reagentes preparados a
fresco e diluidos em agua ou PBS estéreis e livres de nucleases, e com a adicao de
inibidor de RNase. Ainda assim, o tempo de captura das células no microscépio nao
deveria passar de 50 minutos. Somando-se a isso, a baixa quantidade de células
imaturas por corte histoldgico, tivemos que fazer ndo sé um pool de células de varios
cortes da mesma placenta, mas também misturar células capturadas de diferentes

sitios implantacionais da mesma fémea (tabela 4.2).

Primeiro, foram microdissecadas todas as células CD41* da regidao de
labirinto, independente da sua morfologia (Fig. 4.12.1-A-C). O numero de células
capturadas variou entre os sitios implantacionais (Fig. 4.12.1-D). Em seguida, para
dois sitios coletamos duas subpopulacbes de células CD41* baseadas na sua
morfologia. Células grandes que geralmente se organizavam em clusters foram
coletadas e denominadas de “cluster”. Células menores que ndo formavam clusters
foram coletadas separadamente e denominadas “single cell” (Fig. 4.12.2-A, B). No
final do experimento foram geradas duas amostras por placenta contendo
subpopulacdes diferentes de células CD41*. A captura das células foi confirmada
pela presenca dos fragmentos na tampa do tubo coletor apds cada procedimento
(Fig. 4.12.2-C). A distribuicdo espacial no labirinto das células das duas
subpopulacdes pode ser verificada na figura 4.12.2-D.

Foi extraido o RNA total de todos os tubos coletados. No final do processo de
extracao foram obtidos dois tubos com RNAm para cada tubo coletor do LCM. Cada
pool de células gerou no final da extracdo duas amostras de RNAm que chamamos

de LCM #1 até LCM #9. Informacdes de cada amostra quanto ao numero de sitios
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implantacionais utilizados, tubos gerados apds a microdisseccdo para o pool de

células e area total de células microdissecadas encontram-se na tabela 4.2.

Tabela 4.2. Informac8es da microdisseccéo a laser das células CD41 positivas.

Animais/ Células CDA41* | N° de tubos|Area total das
LCM | sitios implantacionais | capturadas coletados/ pool | células CD41*
(s.i.) de célula capturadas
#1 Fémea A (B6XGFP) Total 1 *
s.d.a
#2 Fémea A (B6XGFP) Total 1 *
s.i.b
#3 Fémea A (B6XGFP) Total 2 *
S.d.C
#4 Fémea A (B6XGFP) Total 4 168.578 um
Si.c
#5 Fémea B (B6xB6) Total 10 265.710 pm
si.a, b, c
#6 Fémea C (B6XGFP) Total 4 266.087 um
s.i.a
#7 Fémea D (B6XGFP) Total 6 174.715 pum
sd.a
#8 Fémea D (B6XGFP) single cell 8 147.124 um
s.i.b
Cluster 8 181.673 um
#9 Fémea E (B6XGFP) single cell 6 153.916 pm
si.a
Cluster 6 104.297 um

* Informagdo ndo disponivel.

Mesmo tomando todas as precaucdes para manter a integridade do RNA e
fazendo o pool de células, a quantidade de RNA extraido foi pequena e nem sempre
a qualidade estava adequada. Foram utilizados apenas os tubos de amostras com
alto grau de pureza, indicada pelas razbes A260/280 e A260/230 do
espectrofotometro. Sendo assim, foi obtido cDNA de um total de 11 amostras.
Primeiro, tentamos otimizar o protocolo de qPCR convencional para as amostras
microdissecadas. Entretanto, o rendimento do RNA extraido de um pequeno niumero
de células capturadas pelo LCM é baixo. Ainda, a amplificagédo dos genes no gPCR
convencional foi tardia, inclusive nos genes de referéncia. Somando-se ao alto Ct, a
amplificagdo entre as duplicatas estava bastante heterogénea. Sendo assim,
realizamos uma etapa de pré-amplificacdo do cDNA antes da qPCR. Foram pré-
amplificadas as amostras #3 e #5, contendo células CD41 totais da placenta, e as

subpopulacdes #8 cluster e #9 single cell.
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A amostra #3 compreendeu um pool de células CD41* obtidas de apenas um
sitio implantacional de uma fémea B6 que acasalou com macho Balbc-GFP. A
amostra #5 compreendeu um pool de células CD41* obtidas de trés sitios
implantacionais de uma fémea B6 de acasalamento singénico. A amostra #8
compreendeu um pool de células CD41* da subpopulacéo cluster obtidas de apenas
um sitio implantacional de uma fémea B6 que acasalou com macho Balbc-GFP. Por
fim, a amostra #9 compreendeu um pool de células CD41* da subpopulacéo single
cell obtidas de dois sitios implantacionais de uma fémea B6 que acasalou com
macho Balbc-GFP. E importante ressaltar que o LCM #8 e #9 tiveram apenas uma
das subpopulacbes de CD41 aproveitadas. Sendo assim, as analises das
populacdes cluster e single cell foram feitas em sitios implantacionais de fémeas
diferentes.

Os genes alvo foram escolhidos com base na literatura descrita para células
hematopoéticas em diferentes estagios de maturacdo bem como endotélio
hemogénico. Além disso, selecionamos alguns genes presentes nos tecidos
precursores da placenta. Estes compreenderam genes descritos em células
mesodérmicas do corion e da alantoide, células tronco trofoblasticas, bem como
aqueles presentes em populacbes de progenitores e células diferenciadas de
trofoblasto e espongiotrofoblasto, presentes na placenta durante o inicio/metade da
gestacdo. As amostras de placenta inteira de camundongos SW, sem
microdissecc¢ao, foram representadas em um heatmap Unico organizado de acordo
com 0 gene mais expresso para o0 menos expresso (Fig. 4.12.3-A). Todos 0s genes
analisados nas amostras de células CD41* microdissecadas totais (3 e 5) e as
subpulacdes (8C e 9SC) estéo representados na Fig. 4.12.3-B para comparacao. Os
40 genes selecionados foram ainda organizados em trés grupos para tracar perfis
génicos relacionado a hematopoese (Fig. 4.12.4-A), eritropoese (Fig. 4.12.4-B) e
origem (Fig. 4.12.4-C). Cada grupo foi representado por heatmaps em que 0s genes
nao detectados foram representados em cinza (valores zero) e os genes detectados
foram distribuidos em uma escala de cores referente as suas expressoes relativas
ao gene de referéncia de cada amostra. O gene normalizador escolhido para a
analise foi o Pgkl (Veazey & Golding, 2011), uma vez que ele se comportou de

forma estavel em todas as amostras.

177



Figura 4.12.1. Microdissecc¢do a laser de células CD41* da regido de labirinto da placenta de
camundongos. (A-C) Imagens capturadas durante a microdissecc¢ao a laser mostrando a localizagéo
das células CD41* (A), seguida da delimitacdo da area de interesse com a ferramenta free-hand do
PALM RoboSoftware (B). Espago branco representa a area capturada enquanto o tecido adjacente
permanece intacto apés a microdisseccdo (C). (D) Imagem de um sitio implantacional apds a
microdisseccao a laser, no qual os circulos representam areas selecionadas/ capturadas. Barra A-C=
40pm; D= 800 pm.
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Figura 4.12.2. Captura de duas subpopula¢cdes de células CD41" por microdissecc¢do a laser.
(A, B) O critério de separagédo das duas subpopulac@es de células CD41"* foi baseado na morfologia.
Células grandes correspondem a populagdo cluster (circulo vermelho) e células pequenas
correspondem a populagdo single cell (circulo verde). (C) Imagem da tampa do tubo coletor
mostrando as células capturadas apés o procedimento. (D) Distribuicdo espacial das duas
subpopulagbes de células CD41*, aonde o circulo verde representa areas de single cell que foram
capturadas enquanto o circulo azul representa &reas de clusters capturados. Barra A, B= 60um; C,

D= 800 um.
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Figura 4.12.3. Heatmaps representativos de todos os genes. (A) Heatmap representativo da
placenta de camundongos controle Swiss Webster. (B) Heatmap representativo de todos os genes-
alvo utilizados nas duas amostras de células CD41* microdissecadas da regido do labirinto (3 e 5) e
de duas subpopulagbes morfologicamente diferentes (8C e 9SC). Os valores representados no
heatmap séo: Log10 +1 da Expressdo Normalizada (Pgk1).
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Figura 4.12.4. Heatmaps representativos dos perfis génicos. Heatmap representativo do perfil
hematopoético (A) perfil eritropoético (B) perfil origem (C) das células CD41* microdissecadas da
regido do labirinto (3 e 5) e de duas subpopulagBes morfologicamente diferentes (8C e 9SC). Os
valores representados no heatmap séo: Log10 +1 da Expressdo Normalizada (Pgk1).
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5 DISCUSSAO

Existe grande interesse em estudar as células tronco hematopoéticas (CTH)
devido a sua importancia para a homeostase dos organismos adultos e o impacto
terapéutico que estas células possuem para diversas doencas hematologicas
(Bordignon, 2006). Apesar dos avancos na identificacdo e regulacdo das CTH nos
individuos adultos, pouco se sabe sobre os mecanismos celulares e moleculares
que controlam a formacdo e diferenciacdo das CTH durante a vida embrionéaria
(Chhabra et al, 2012; Martinez-Agosto et al, 2007). Aléem de serem formadas em
diferentes tempos e locais anatémicos, as CTH embrionarias precisam passar por
um processo de maturacdo para adquirir as mesmas caracteristicas de homing e
autorrenovacdo das CTH adultas. Durante a maturacdo, ocorre proliferacdo e
mudancas na expressao génica das CTH, determinados por mecanismos celulares
intrinsecos e influenciados por sinais do microambiente (Mikkola & Orkin, 2006;
Rhodes et al, 2008). A hematopoese embrionaria ocorrendo em mdultiplos sitios
facilita a distribuicao de sinais que induzem tanto a producdo do pool de células em
estado indiferenciado quanto a diferenciacdo das células tronco e progenitores
hematopoéticos (CTPH) em células maduras para o embrido em desenvolvimento
(Mikkola & Orkin, 2006). Ao mesmo tempo, a existéncia de mudltiplos sitios
hematopoéticos embrionarios torna mais complexa a investigacédo da contribuicéo de

cada um deles na producédo e desenvolvimento das CTPH.

Diferentes grupos avaliaram a frequéncia, o potencial de diferenciacdo e a
capacidade de reconstituicdo da hematopoese in vivo das CTPH nos diferentes
sitios embrionarios e em diversas idades gestacionais. Mesmo utilizando diferentes
metodologias, os autores observaram que a frequéncia de progenitores imaturos
enriquecidos com CTH na placenta de camundongos entre 10,5 e 13,5 dg era muito
maior do que a frequéncia destas células nos outros 6rgaos, incluindo saco
vitelinico, AGM e figado fetal (Alvarez-Silva et al, 2003; Gekas et al, 2005;
Ottersbach & Dzierzak, 2005). Especulacfes para o grande pool de CTH na placenta
incluiram a producdo macica de CTH pela placenta, a constituicio de um
microambiente favoravel a expansao simétrica das CTH produzidas in situ e/ ou
oriundas de outros sitios hemogénicos, ou ainda um sitio favoravel para a maturacao
dos pré-CTH recém-formados (Mikkola & Orkin, 2006). Como a expansédo de CTH da
placenta foi mais acentuada do que a expansao relativa dos seus progenitores
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clonogénicos, 0s autores sugeriram que estava ocorrendo expansao simeétrica das
CTH na placenta e provavel maturacdo em CTH com propriedades de transplante
das células adultas (Gekas et al, 2005). Com base nesses resultados e em
trabalhos posteriores que utilizaram diferentes métodos para estudar a hematopoese
na placenta, diversos autores atualmente sugerem que a placenta produz pelo
menos uma parte das CTPH encontradas in situ, além de proporcionar um
microambiente favoravel a expansdo sem induzir a diferenciagdo destas células e
das CTPH oriundas de outros locais (Chhabra et al, 2012; Rhodes et al, 2008;
Sasaki et al, 2010).

Apesar de a placenta constituir um sitio hematopoético potencialmente
importante para estabelecer o pool de células tronco antes da etapa de
diferenciacdo no figado fetal, ela € um 6rgdo pouco explorado nesse contexto.
Sendo assim, pouco se conhece sobre o perfil das células hematopoéticas da
placenta e o nicho celular e molecular que controlam a expansdo e mobilizacéo
destas células. Ainda, pouco se sabe sobre o processo de formacdo das CTPH in
situ, seus progenitores ou a sua contribuicdo para a hematopoese pos-natal.
Limitacdes técnicas para estudar o tecido placentario apos o estabelecimento da
circulacdo sanguinea somadas & auséncia de marcadores celulares que distinguem
as CTH formadas nos diferentes sitios hematopoéticos que se sobrepdem, faz com

que os resultados obtidos até o momento sejam controversos (Cafiete et al, 2017).

Para abordar essas e outras questdes, nos propusemos a realizar uma
analise sistematica da placenta de camundongos durante a metade da gestacao
para avaliar a presenca de sitios de atividade hematopoética, caracterizando as
populacdes celulares encontradas e sua topografia neste 6rgdo, bem como o nicho
hematopoético. Dados histologicos obtidos pelo nosso grupo localizaram arranjos
hematopoéticos na placenta de camundongos SW nas idades gestacionais de 10,5 e
11,5 dg, além de focos de eritropoese placentaria semelhantes aos hemangioblastos
das ilhotas sanguineas do saco vitelinico (Portilho, 2013). Ao longo do doutorado,
decidimos aprofundar esses achados, aumentando o numero de placentas
analisadas por idade gestacional e utilizando outras linhagens de camundongos,
para descrever as etapas de formacdo das células sanguineas na placenta.
Confirmamos a existéncia de hematopoese in situ na placenta, a qual parece ser
restrita as idades gestacionais de 10,5 e 11,5 dg, em um processo conservado entre

diferentes linhagens de camundongos. Além disso, observamos a formacéo de CTH
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por mecanismos distintos que parecem ocorrer a0 mesmo tempo em nichos
diferentes dentro da regido de labirinto. Nesta regido, a placenta parece produzir
CTH na placa coridnica e nos vasos sanguineos adjacentes de forma semelhante a
hematopoese definitiva, mas também parece produzir células hematopoéticas
imunoblastoides por brotamento dos vasos fetais da area oposta proxima a zona de
juncao (Portilho et al, 2016). Observamos ainda, uma heterogeneidade de células
hematopoéticas imaturas na placenta, o que pode refletir as diferentes origens
destas células, por exemplo progenitores eritromieloides do saco vitelinico e CTH.
Entretanto, a presenca de clusters de células heterogéneas e duplas marcacoes,
sugerem que, mais do que um local para a expansédo das CTH, a placenta parece
contribuir para a maturagdo destas células e talvez ainda, iniciar a diferenciacéo

eritroide de alguns progenitores antes do figado fetal.

Foi observada também a transicdo epitélio-mesenquimal de células
espongiotrofoblasticas da zona de juncdo, que diminuiam a expressdo de
citoqueratina e comegavam a expressar oS marcadores mesenquimais vimentina e
CD31. Células em transicdo foram observadas em arranjos sugestivos de
diferenciacdo vascular, proximos a células hematopoéticas expressando vimentina
gue brotavam de tais vasos. A vasculogénese e a hematopoese foram exploradas
pelo uso de camundongos knockout para o gene Pgf, um fator de crescimento
vascular da mesma familia do VEGF, que ajudaram a entender o fenbmeno proposto
aqui de que linhagens endoteliais e hematopoéticas podem surgir de novo a partir de
componentes celulares na camada de espongiotrofoblasto. Nesse sentido,
sugerimos que na regido distal da placenta murina ocorre a producdo de eritrocitos
nucleados e vasculogénese, vasos estes com potencial de endotélio hemogénico,
como acontece no saco vitelinico. A medida em que os vasos formados nessa
regido crescem, eles se juntam aos vasos que chegam oriundos da alantoide para
estabelecer a rede vascular fetal da regido de labirinto, assim como acontece nas
vilosidades da placenta humana (Aplin et al, 2015). Para ajudar na inteleccéo do
processo de vasculogénese e hematopoese na placenta, estudamos o perfil de
expressao génica das células imaturas CD41* da placenta, buscando evidéncias
moleculares da sua origem embrionéria, grau de diferenciacdo e persisténcia pos-

natal.
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5.1 Visualizacao e caracterizacdo das células hematopoéticas na placenta de

camundongos

Os eritrocitos nucleados foram o tipo celular mais abundante na circulacéo
fetal da placenta, embrido e saco vitelinico, enquanto células hematopoéticas
imaturas foram observadas em menor quantidade em todas as idades gestacionais
analisadas. Apesar da natureza migratéria das células sanguineas, as células
imaturas raramente foram observadas circulando nos vasos sanguineos do feto,
sendo mais abundantes nos vasos estreitos da placenta entre 10,5 e 11,5 dg.
Embora menos comum nessas idades gestacionais, uma maior quantidade de
células imaturas também se acumulou em vasos do saco vitelinico préximos a
placenta ou no figado fetal, indicando que, de fato, as CTPH se localizam
preferencialmente nos sitios hematopoéticos do que na circulacdo sanguinea
(Mikkola & Orkin, 2006; Wright et al, 2001). Nas placentas com 10,5 e 11,5 dg, as
células imaturas foram observadas ndo so circulando nos vasos fetais, mas também
organizadas em arranjos hematopoéticos distribuidos em areas diferentes dentro da
regido de labirinto, que sugerem que a placenta produz células hematopoéticas
heterogéneas por pelo menos dois mecanismos distintos, 0s quais ocorrem ao

mesmo tempo e Cujos precursores nao sdo 0S Mesmos.

5.1.1 Hematopoese na placa coribnica e nos vasos fetais do labirinto

proximos a essa regiao

Foram observados raros brotamentos intraluminais de células hematopoéticas
imaturas a partir do endotélio dos vasos sanguineos da placa coridnica e em vasos
maiores da regido de labirinto préxima a esta. Brotamentos semelhantes foram
previamente identificados na porcdo ventral da aorta dorsal de camundongos aos
10,5 dg e, uma vez que experimentos adicionais revelaram que o0s clusters
intraorticos eram CTH, tais brotamentos passaram a representar a ocorréncia de
hematopoese definitiva (Bertrand et al, 2005; Godin & Cumano, 2002). Além disso, a
natureza imatura dos clusters na placenta foi confirmada pela positividade destas
células ao anticorpo anti-CD41 apés a imunofluorescéncia em whole mount. As
células CD41* encontravam-se aderidas a parede de um vaso largo, evidenciado
pelo anticorpo anti-CD31. Entretanto, as células que brotavam na placenta foram
negativas para CD31, apesar de relatos na literatura de que as células formadas no

endotélio hemogénico da aorta dorsal retém a expressédo deste marcador durante as

185



etapas iniciais do brotamento (Boisset et al, 2010; Yokomizo & Dzierzak, 2010), o
que também foi encontrado no nosso material. E possivel que as células dos
clusters da placenta também expressem CD31 mas de forma menos intensa do que
0 CD41, de modo que a dupla-marcacao ndo tenha sido detectada pelo microscépio

de fluorescéncia convencional em que foram analisadas.

Células morfologicamente semelhantes as que compunham o0s clusters
também foram observadas circulando sozinhas nos vasos fetais de toda extenséo do
labirinto. Assim como nos clusters, estas células individuais também expressavam
CD41, e ainda foram positivas para o marcador de células hematopoéticas da
linhagem definitiva, Runx1. Apenas células hematopoéticas circulantes expressaram
Runxl e estas células Runx1* foram mais frequentes nos vasos intraembrionarios do
que nos vasos da placenta. A imunohistoquimica em camundongos Runxl-LacZ
knock-in aos 10,5 e 11,5 dg corados com B-Galactosidase, evidenciou a expressao
de Runxl ndo s6 nas células hematopoéticas, como também no mesénquima e no
endotélio da placa coridnica e células endoteliais da aorta, principalmente na por¢céo
ventral, sugerindo semelhancas entre as duas estruturas (Ottersbach & Dzierzak,
2005). Em nosso material, além de expressar CD31 e vimentina, como todos 0s
outros vasos fetais da regido de labirinto, algumas células endoteliais dos vasos da
placa coribnica e vasos fetais do labirinto proximos a esta, e apenas neste local,
foram positivos também para c-Kit, assim como algumas células imaturas que
circulavam no interior destes vasos. Células endoteliais da aorta dorsal também
expressaram c-Kit, enquanto o endotélio do saco vitelinico e de outros vasos
menores do feto foram negativos. Devido as semelhancas, acreditamos que o0s
clusters hematopoéticos formados nessa regido especifica da placenta sejam
semelhantes as CTH formadas no assoalho aodrtico. Sendo assim, a atividade
hematopoética dos grandes vasos embrionarios (Yokomizo & Dzierzak, 2010) se

estenderia aos vasos proximais da placenta.

Tanto a aorta dorsal quanto os vasos fetais da placenta se formam a partir de
tecido mesodérmico, sendo originados do mesoderma lateral ou da alantoide
respectivamente. Uma vez que a alantoide de aves e camundongos tém potencial
hematopoético, Sasaki e colaboradores injetaram corante CM-Dil na base da
alantoide de camundongos aos 8,25 dg e mantiveram os embrides em cultura por
dois dias. Os autores observaram que os clusters c-Kit* também eram positivos para
o corante (Sasaki et al, 2010). Apesar de os autores sugerirem a diferenciacéo direta
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do mesoderma em células hematopoéticas, ndés e outros autores acreditamos na
existéncia de um endotélio hemogénico intermediario que expresse marcadores
comuns as CTH formadas nessa regido, como Runxl1 (Ottersbach & Dzierzak, 2005),
CD31, VE-caderina, CD34 (Rhodes et al, 2008) e agora o c-Kit. O acumulo de
células positivas para estes marcadores corrobora a topografia de formacdo das

CTH na placenta sugerida por nés.

O Fator de von Willebrand (VWF) foi outro marcador presente nos vasos
intraembrionarios, incluindo a aorta dorsal, e que na placenta foi expresso
exclusivamente nos vasos da placa coribnica sendo negativo para demais vasos
fetais do labirinto. O VWF é uma glicoproteina presente em megacariocitos,
plaquetas e endotélio. Este fator, também conhecido como antigeno relacionado ao
Fator VIII (F-VIII-RA) tem um papel central na homeostase ao mediar a agregacao
plaguetaria (Sanjuan-Pla et al, 2013). Em nosso estudo, algumas células
hematopoéticas imaturas também expressaram fortemente esse fator.
Recentemente, foram identificadas CTH na medula éssea de camundongos adultos
que expressam VWF. As CTH vVWF* da medula 6ssea exibiram capacidade de
diferenciacdo mieloide e de reconstituicdo da hematopoese a longo prazo muito
maior do que as células VWF-, e com uma producao robusta de plaquetas; enquanto
as CTH vWF- produziam essencialmente linfécitos (Sanjuan-Pla et al, 2013). Ainda,
transplantes seriados em camundongos irradiados revelaram que as CTH vWF*
produziam os dois tipos de CTH, VWF positivas ou negativas, enquanto o inverso foi
raramente observado, revelando uma hierarquia entre essas duas populacdes
celulares (Knapp & Eaves, 2014; Sanjuan-Pla et al, 2013; Woolthuis & Park, 2016).
Progenitores hematopoéticos VWF positivos foram identificados por citometria de
fluxo no figado fetal de camundongos aos 14,5 dg e essa populacdo de CTH era
mais frequente no feto do que na vida adulta (Sanjuan-Pla et al, 2013), sugerindo um
mecanismo de diferenciacdo no figado fetal. Neste trabalho, identificamos raras
células VWF positivas aos 9,5 dg, cuja frequéncia aumentou aos 10,5 e 11,5 dg,
tanto na placenta quanto na circulagdo sanguinea e no figado fetal, decaindo na
placenta ap6s 12,5 dg. Sendo assim, € possivel que as CTH mantenham a
expressao fenotipica de VWF durante o brotamento a partir do endotélio hemogénico
também vVWF*. As CTH recém-formadas também poderiam adquirir esse fator ao
longo do processo de maturacdo e diferenciacdo, possivelmente durante a

maturacdo no figado fetal. Alternativamente, as CTH formadas em diferentes sitios
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embrionarios poderiam constituir uma populacdo heterogéneas de células-tronco.
Neste estudo néo identificamos brotamentos intraluminais contendo células VWF*,
apesar de ja termos identificado o brotamento de célula imunoblastoide Unica a partir
de vaso fetal VWF- da porgcdo mais distal da placenta (Portilho et al, 2016).

Outros genes da linhagem megacariocitica foram identificados nas CTH como
CXCR4 e CD150 e o préprio CD41, que ja € um marcador estabelecido para as
CTPH durante a vida embrionaria (Mikkola et al, 2003; Robin et al, 2011). Sendo
assim, o comprometimento das CTH com a linhagem megacariocitica, que
acreditava-se ser no final da cascata de diferenciacdo hematopoética, pode ocorrer
em etapas mais inicias do desenvolvimento, como em um atalho na rota de
diferenciacdo das CTH em megacariocitos. Ja foi sugerida a producdo de
megacariocitos durante a hematopoese primitiva mas tais células ainda nao foram
identificadas in situ e nem a producéo plaquetaria foi observada antes de 10,5 dg
(Tober et al, 2007). Sendo assim, as células isoladas do saco vitelinico e com
grande potencial megacariocitico poderiam representar os progenitores definitivos
positivos para VWF com grande potencial megacariocitico que, apesar de serem
descritos em adultos (Sanjuan-Pla et al, 2013), nunca haviam sido descritos durante

o desenvolvimento embrionario antes de 14,5 dg.

Apesar dos arranjos hematopoéticos terem sido localizados essencialmente
aos 10,5 e 11,5 dg, raras células hematopoéticas VWF ou vimentina positivas foram
observadas nos vasos embrionarios e extraembrionarios aos 9,5 dg, incluindo os
vasos do labirinto em desenvolvimento. Nessa idade, poucas células endoteliais da
aorta dorsal ou da placa coribnica expressaram VWF, e as células positivas
poderiam ser eritroblastos ou progenitores hematopoéticos produzidos no saco
vitelinico durante a primeira ou segunda onda hematopoética, respectivamente. A
intensidade de vimentina nas células circulantes também foi menor, e poderia
representar as mesmas células. Estas células poderiam estar migrando do saco
vitelinico para a placenta para expansado e maturacéo antes do figado fetal. Também
aos 9,5 dg foi observado um aglomerado de células vimentina fortemente positivas
na parede dos vasos da placa coridnica. Devido as semelhancas morfolégicas
destes arranjos com as células mesenquimais da placa coribnica, principalmente na

intensidade de marcacdo e arranjo nuclear, é possivel que estes arranjos

mesenquimais participem do processo de vasculogénese no labirinto. Aglomerados
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semelhantes de células CD31* foram observados na placenta de embriées Ncx1-/-

da mesma idade, que carecem de batimentos cardiacos (Rhodes et al, 2008).

5.1.2 Hematopoese nos vasos fetais do labirinto pr6ximos a zona de juncao

Células imaturas heterogéneas entre si e morfologicamente diferentes das
células descritas anteriormente foram frequentemente observadas nos vasos fetais
do labirinto, principalmente os mais distais proximos a zona de juncdo. Destas, as
células grandes imunoblastoides foram o fendtipo mais comum e normalmente
estavam em grupos de células homogéneas ou formando clusters com outras
células imaturas. Estas células ndo eram apenas morfologicamente heterogéneas
entre si, mas também tinham diferentes afinidades aos anticorpos hematopoéticos
utilizados. Na andlise de imunofluorescéncia, nenhuma destas células expressou c-
Kit ou Runxl1, assim como a maioria das células imaturas foram negativas ao CD31.
Trabalhos anteriores detectaram por citometria de fluxo progenitores hematopoéticos
na placenta dentro da populacdo CD31 positiva (Ottersbach & Dzierzak, 2005;
Sasaki et al, 2010). Clusters de células CD31 positivas também foram identificados
previamente por imunofluorescéncia no labirinto da placenta (Sasaki et al, 2010).
Entretanto, como nestes trabalhos as células que foram positivas para CD31
coexpressavam c-Kit, nds acreditamos que tais clusters sejam os mesmos descritos
por n0s em vasos proximos a placa coribnica e compostos por células menores e

homogéneas, mas ndo nos vasos distais do labirinto.

Em nosso estudo, foram encontradas células imaturas heterogéneas positivas
e negativas para os marcadores vimentina ou VWF. Em contrapartida, o marcador
hematopoético CD41 pareceu abranger todas as populacdes de células imaturas na
placenta, embora tenha sido expresso em diferentes intensidades entre as células.
Isso porque nas marcacdes duplas de CD41 com vimentina ou VWF, além de células
duplo-positivas (CD41*vimentina* ou CD41*vWF*) foram encontradas também
células positivas apenas para o CD41 (CD41*vimentina- ou CD41*vWF"). Os clusters
formados por células imunoblastoides e células heterogéneas também foram
positivos para Scal, apesar de nao termos identificado células Scal positivas nos

clusters de células homogéneas da placa coriénica (Portilho et al, 2016).

A heterogeneidade de progenitores hematopoéticos na placenta nos fez
questionar a hipotese levantada por muitos autores de que a placenta seria um

ambiente propicio para a expansao e amadurecimento das CTH, originadas in situ
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ou oriundas de outros locais, sem induzir a sua diferenciacdo. Os arranjos de células
heterogéneas pode indicar que na placenta esteja ocorrendo: a) expansdo e
amadurecimento das células hematopoéticas que aumentam o pool de CTPH
transplantaveis antes da diferenciagdo no figado fetal, como foi previamente
sugerido; b) as células heterogéneas poderiam representar células oriundas de
diferentes sitios hematopoéticos e, talvez, com diferentes potenciais de
diferenciacdo; ou c) além da expansdo e maturagdo, estaria ocorrendo o inicio da
diferenciacdo de CTH do topo da hierarquia hematopoética em diferentes
precursores. A complexidade dos marcadores de superficie das CTH torna dificil
estudar a evolucédo progressiva destas células de um estagio de desenvolvimento ou
de um nicho para outro. Entretanto, alguns marcadores descritos foram relacionados
com o grau de maturacdo das células hematopoéticas e podem ajudar na
interpretacdo dos resultados (Mikkola, 2009; Mikkola & Orkin, 2006).

Por exemplo, a auséncia de CD31 associada a diminuicdo de expressao do
CD41 (fenotipicamente menos intenso nas células imunoblastoides dos clusters),
bem como a expressdo de Scal, sdo mudancas nos marcadores de superficie
compativeis com células em maturacdo. Entretanto, outras combinacfes de
marcadores podem sugerir que as diferentes células imaturas da placenta possuem
diferentes origens embrionarias ou encontram-se em processo de maturacdo e
diferenciacdo. O c-Kit é um marcador expresso em todas as ceélulas tronco e
progenitores hematopoéticos e permanece na superficie das CTH inclusive na vida
adulta. Uma vez que todas as popula¢cdes de células hematopoéticas transplantaveis
encontram-se na populacdo celular positiva para c-Kit, a auséncia desse marcador
nas células imunoblastoides da placenta pode indicar um processo de diferenciacéo.
A auséncia do Runx1 também pode indicar o inicio de comprometimento das células
negativas com determinada linhagem. Ao mesmo tempo, o Runxl é transcrito em
progenitores hematopoéticos da linhagem definitiva e sua auséncia pode indicar que
as células imaturas analisadas da placenta que ndo expressaram esse transcrito

seriam progenitores da linhagem primitiva.

Células positivas ou negativas para VWF podem representar diferentes
origens. Em outra interpretacdo, as CTH VvWF* poderiam estar proliferando e
também se diferenciando na populacéo de células vVWF-, como foi descrito nas CTH
adultas (Sanjuan-Pla et al, 2013), gerando entdo as duas populacdes de CTH da
medula dssea. Alternativamente, as células VWF* poderiam ser progenitores de
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megacariocitos. Entretanto, resultados de expressédo génica, que serao discutidos a
seguir, sugerem uma perda progressiva de CD41 concomitante ao ganho de VWF, o
que ndo condiz com uma diferenciacdo megacariocitica, aonde ambos o0s

marcadores persistem.

A vimentina, que ndo € comumente usada para identificar células
hematopoéticas por ndo ser exclusivamente expressa nestas células, se mostrou
bastante Gtil nesse estudo para observar a diferenciacdo celular e topografia. Os
filamentos intermediarios de vimentina sdo expressos em todos 0s precursores
hematopoéticos, mas a sua organizacdo e densidade diferem significativamente
entre as linhagens celulares (Dellagi et al, 1983). Sendo assim, os padrfes de
expressdo de vimentina entre as células hematopoéticas da placenta sao altamente
sugestivos de expansdo com diferenciacao celular. Ainda, a distribuicdo de células
vimentina positivas nos vasos do labirinto da placenta ajudou a representar a
topografia das células hematopoéticas, com acumulo das células imaturas de maior
intensidade de marcacdo nos vasos proximos a zona de juncdo. Apesar de
diferentes intensidades de vimentina no citoplasma, praticamente todas as células
hematopoéticas expressaram CDA41, indicando que, ainda que ocorra diferenciacéo,

as células filhas retém as propriedades de uma célula imatura.

N&o obstante a teoria monofilética das CTH na medula 0ssea seja a mais
aceita pela comunidade cientifica, a existéncia de um pool de CTH de longo prazo
funcionalmente diferente tem se tornado cada vez mais popular (Woolthuis & Park,
2016; Benz et al, 2012; Ema et al, 2014). Ainda que a heterogeneidade entre as
CTH adulta esteja sendo cada vez mais definida, como isso se estabelece ao longo
do desenvolvimento da hematopoese ainda n&o foi explorado. Os dados
apresentados aqui sugerem que as células tronco hematopoéticas sofrem expansao
e maturacao no nicho placentario, além de dar inicio a diferenciacdo em CTPH com
diferentes propriedades. Acreditamos que estes progenitores irdo migrar para o
figado fetal, onde estabelecem pequenas colbnias de diferenciacdo hematopoética,
e que, no final da gestacéo, irdo migrar para a medula 0ssea e se estabelecer em
micronichos com propriedades diferentes. A presenca de células imunoblastoides no
figado foi previamente documentada (Ayres-Silva et al, 2011). Em nosso material,
células vimentina* foram observadas entre os cordfes hepaticos, mas sem aparente

formacdao de colbnias, 0 que € observado, de fato, a partir de 11,5 dg (Morrison et al,
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1995). Grupos de células VWF* e heterogéneas entre si também foram observados

por nés no figado fetal aos 10,5 dg.

5.1.3 Eritropoese nos vasos fetais do labirinto proximos a zona de junc¢éo

Além de formar um pool de diferentes células tronco e precursores
hematopoéticos, encontramos indicios de que na placenta também ocorre
diferenciacéo eritropoética. Evidéncias de eritropoese foram descritas na placenta de
macacos (Jollie et al, 1975) e na placenta humana durante o primeiro trimestre da
gestacdo (Aplin et al, 2015; Challiera et al, 2005), mas nunca haviam sido
identificadas em camundongos. Em nosso material, encontramos focos
eritropoéticos na regiao de labirinto préxima a zona de juncéo de placentas com 10,5
e 11,5 dg. Estes focos consistiram em aglomerados de células imunoblastoides e
células eritroides em diferentes estagios de maturacédo, indicado pelas diferentes
tonalidades do citoplasma corado por HE ou Giemsa e diferentes perfis nucleares,
muitas vezes exibindo nucléolos proeminentes como os da célula imunoblastoide.
Assim como observado na placenta humana, os focos eritropoéticos macicos
coexistiam com focos contendo células ainda aderidas entre si, porém mais soltas
no interior de um limen vascular. Aléem disso, observamos a descontinuidade e
heterogeneidade do endotélio de camundongos na porcdo distal. Em humanos, o
endotélio ao redor de alguns focos eritropoéticos também era descontinuo e, por
isso, foi relacionado a concomitante diferenciagdo vascular e eritropoética assim

como ocorre no saco vitelinico (Aplin et al, 2015; Challiera et al, 2005).

De fato, os focos eritropoéticos encontrados por nés em camundongos sao
bastante semelhantes aqueles descritos na placenta humana, os quais foram
chamados de focos hemangioblasticos pelos autores devido a semelhanca com as
ilhotas sanguineas do saco vitelinico durante a hematopoese (Aplin et al, 2015;
Cumano & Godin, 2007; Palis & Yoder, 2001; Portilho et al, 2016). Outras
similaridades com a eritropoese primitiva incluiram a auséncia de progenitores
intermediarios da cascata de diferenciacdo eritropoética definitiva, auséncia das
ilhotas eritroblasticas e a retencdo do nucleo pelos eritrocitos recém-formados e
liberados na corrente sanguinea (Fraser, 2013). Sendo assim, sugerimos que as
células imaturas imunoblastoides se diferenciam em eritroblastos na porcéo terminal
do labirinto, e que as células recém-formadas vao perdendo progressivamente a

expressdo de moléculas de ades&do, enquanto séo liberadas no vaso recém-
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formado. Como ocorre nas vilosidades da placenta humana, os vasos formados
nessa porcao distal da placenta crescem em direcdo do labirinto, orientados de
forma a se unir com a rede vascular que se desenvolve a partir da placa coridnica e
cujos vasos se originam do mesénquima da alantoide. Diversos fatores angiogénicos
sao produzidos por células da placenta, os quais poderiam guiar o crescimento dos
vasos do labirinto (Ribatti et al, 2009). Entre eles, o VEGF, que localizamos em
véarias células trofoblasticas nesta idade e células imaturas na circulacdo fetal do
labirinto

Os eritrécitos maduros dos focos eritropoéticos e outros que circulavam em
vasos proximos a zona de juncdo, sem estarem organizados em focos, exibiram um
fenotipo mais imaturo do que eritrécitos encontrados em outros vasos embrionarios
e extraembrionarios. Além de realizarem numerosas mitoses, estes eritroblastos
eram mais globosos, com superficie regular, e nucleo reticulado. Considerando que
0s eritroblastos primitivos do saco vitelinico sofrem um processo de amadurecimento
semi-sincronico apds serem liberados na circulacdo sanguinea (Fraser et al, 2007),
0s eritrocitos mais globosos nos parecem mais imaturos e, por isso, poderiam
representar uma fonte adicional de eritrocitos primitivos originados na placenta.
Sendo assim, eritrécitos nucleados da placenta se somariam aos eritrocitos
primitivos do saco vitelinico para suprir a demanda de oxigénio do feto em
crescimento. Seria interessante investigar se o0s eritrocitos da placenta possuem
hemoglobinas embrionarias como os do saco vitelinico, pois estas se ligam com
maior afinidade ao oxigénio, o que seria importante no ambiente de hipdxia dessa

fase.

As células da placenta produzem uma série de horménios e fatores de
crescimento que podem induzir a hematopoese, incluindo a eritropoese, e podem
justificar a ocorréncia de diferenciacdo hematopoética in situ. Em particular,
identificamos duas moléculas expressas por células trofoblasticas e maternas na
porgéo distal da placenta, que poderiam facilitar a ocorréncia de eritropoese nessa
regido especifica do labirinto. Uma delas € a hepicidina25, uma molécula importante
para a homeostase e transferéncia do ferro, que, por sua vez, é necessaria para
formar o grupamento heme da hemoglobina dos eritrocitos (Ganz & Nemeth, 2012).
A hepicidina25 foi localizada em algumas células trofoblasticas gigantes da camada
parietal e algumas células da decidua, e poderia contribuir para o nicho eritropoético
proximo a essas células. A hepicidina-25 também esta presente no endoderma do
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saco vitelinico, sugerindo que a eritropoese nos dois sitios extraembrionarios pode

ocorrer por mecanismo semelhante.

Algumas células espongiotrofoblasticas e CTG, bem como a maioria das
células uNK, continham EPO (Benz et al), um horménio glicoproteico cuja funcao
principal é induzir a diferenciacdo de progenitores eritropoéticos, controlando sua
proliferacdo, maturacéo e sobrevivéncia (Rossert & Eckardt, 2005). Esse hormonio é
normalmente produzido em resposta a hipdxia e exerce suas fungdes através do seu
receptor especifico, EPO-R (Ji et al, 2011; Rossert & Eckardt, 2005). A EPO ¢é
produzida nos rins de individuos adultos, enquanto sua producdo durante a vida
embrionaria acontece no figado fetal e nas células endodérmicas do saco vitelinico
visceral (Ebert & Bunn, 1999; Koury et al, 1991; Yasuda et al, 2002). A expressao de
EPO foi também descrita no citotrofoblasto viloso e extraviloso da placenta humana
em diferentes idades gestacionais (Conrad et al, 1996; Ji et al, 2011; Kowalska-
Kanka et al, 2013), cuja expressédo é acentuada em patologias gestacionais (Toth et
al, 2008). Em camundongos com 13,5 dg foi demonstrada a ocorréncia de
eritropoese ectépica nos vasos do labirinto em decorréncia do aumento da
expressao de eritropoetina pelas células trofoblasticas na auséncia de sinalizacao
por PDGF-B (do inglés Platelet Derived Growth Factor Subunit B). Indugdo de
eritropoese semelhante poderia ocorrer de forma natural durante o periodo anterior

de hematopoese na placenta (10,5 e 11,5 dg).

Decidimos testar se a eritropoese placentaria seria sensivel a eritropoetina
exdgena. Para isso, realizamos um experimento administrando EPO humana
recombinante (rhEPO), nas fémeas gravidas para verificar o possivel aumento de
focos eritropoéticos em resposta a esse fator. Desde os anos 1980, a rhEPO vem
sendo utilizada no tratamento de pacientes com anemia decorrente de diversas
doencas, como insuficiéncia renal cronica, e beneficia inclusive mulheres gravidas,
uma vez que sua administragdo ndo causa prejuizos ao feto desde que administrada
durante o terceiro trimestre (Braga et al, 1996; Malek et al, 1994; Shi et al, 2013).
N&o foram encontrados dados na literatura da administracdo de rhEPO em
camundongos gravidas, provavelmente devido a relatos de que essa glicoproteina
nao atravessa a barreira placentaria humana a termo (Malek et al, 1994). Sendo
assim, optamos por administrar rhEPO aos 9,5 dg, quando a placenta ainda esta se
formando, e na expectativa de que esta pudesse atingir a decidua materna e de
alguma forma, estimular os focos eritropoéticos da placenta proximos a essa regiao.
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Os sitios implantacionais coletados de duas fémeas com 11,5 dg, ou seja, dois dias
apos a injecao de rhEPO nédo apresentaram diferencas significativas em relacéo a
fémeas SW de mesma idade gestacional. Os vasos fetais do labirinto continham
células imaturas hematopoéticas, mas ndo foram observados focos eritropoéticos.
Os sitios implantacionais de duas fémeas com 10,5 dg que receberam rhEPO no dia
anterior, foram bastante diferentes entre si. Alguns sitios exibiram acumulo de CTG
na interface materno-fetal, as quais podem ser as mesmas células que expressaram
fenotipicamente EPO na imunomarcacao. Observamos numerosas células imaturas
circulando nos vasos fetais do labirinto. Entretanto, apenas trés sitios
implantacionais  exibiram  focos eritropoéticos, compostos por células
imunoblastoides e eritrécitos formando aglomerados com as células trofoblasticas
adjacentes e sem endotélio evidente. Quando presente, tais focos eram frequentes
por toda a regido de labirinto da placenta em questdo. Entretanto, como o niumero de
animais utilizados neste experimento foi pequeno e como nédo temos nenhum
controle interno de que a rhEPO chegou nos sitios implantacionais, ndo podemos
concluir que os focos eritropoéticos foram estimulados pela EPO exdgena ou se
representaram o fenbmeno de eritropoese ja existente. Uma vez que este
experimento demandava longo tempo para andlise e considerando as variacfes
morfolégicas entre os sitios implantacionais, optamos por ndo aprofunda-lo e, ao
invés disso, utilizar metodologias adicionais para analisar a eritropoese placentéria,

como a analise de expresséo génica.

5.1.4 Hematopoese de novo nos vasos fetais do labirinto proximos a zona de

juncéo

A formacao de células hematopoéticas no saco vitelinico de camundongos
ocorre de duas formas e em dois momentos diferentes. Primeiro, sdo formados
células endoteliais e eritrcitos primitivos aos 7,5 dg, a partir de células
mesodérmicas conhecidas como hemangioblastos. Logo depois, clusters de
progenitores mieloeritroides definitivos c-Kit" emergem do endotélio hemogénico
recém-formado, por volta de 8-8,5 dg (Frame et al, 2013). Uma vez que a placenta
de camundongos forma focos eritroides morfologicamente semelhantes as ilhotas
sanguineas do saco vitelinico, imaginamos se o endotélio formado também teria a

plasticidade necessaria para se diferenciar em células hematopoéticas mais
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complexas. Nesse sentido, nos chamou atencdo algumas células endoteliais dos
vasos ao redor dos focos eritropoéticos cuja coloracéo e arranjo nuclear lembrava as
células imaturas imunoblastoides. Ceélulas imunoblastoides também foram
observadas projetando-se para o interior da circulacdo fetal a partir do endotélio
adjacente, algumas expressando VWF (Portilho et al, 2016) ou vimentina. As células
imunoblastoides poderiam entdo se formar por brotamento a partir do endotélio
hemogénico e logo iniciar o processo de maturacao/ diferenciacdo uma vez que 0s
clusters compostos por estas células muitas vezes continham células ainda aderidas
ao endotélio adjacente. Somente o estudo morfoldgico sistematico permitiu perceber
diferencas sutis entre as células hematopoéticas imaturas da placenta e distinguir
duas formagOes celulares em nichos distintos, na placa coribnica e na zona de
juncao, uma vez que ambos acontecem na mesma janela curta de desenvolvimento

e compartilham alguns marcadores de superficie.

Devido as semelhancas morfoldgicas e possiveis propriedades semelhantes
do endotélio formado no saco vitelinico e na placenta, ndo é dificil imaginar que os
anexos extraembrionarios possam desempenhar fungBes equivalentes na
constituicdo da hematopoese fetal. Apesar da origem embrionaria diferente, células
de ambos os tecidos poderiam ter potenciais hematopoéticos iguais que irdo se se
expressar de forma diferente de acordo com a demanda do embrido e possivelmente
a tensdo de oxigénio. Em ambos o0s casos, a vasculogénese e a eritropoese
parecem acontecer no momento em que estes dois tecidos encontram-se em estado
de maior hipéxia. Ao mesmo tempo, a abertura do vaso recém-formado e
estabelecimento da circulagdo sanguinea, aumenta a disponibilidade de oxigénio o
que poderia ser o estimulo para a diferenciacdo do endotélio hemogénico em células
hematopoéticas definitivas, o que pode ser valido ndo s6 para o saco vitelinico e
placenta, mas também para os grandes vasos produtores de CTH. O papel do saco
vitelinico na hematopoese definitiva ainda é bastante controverso. Novos estudos
revelaram que algumas células produzidas no saco vitelinico ndo s6 persistem no
organismo adulto como também desempenham fun¢des importantes para a
homeostase pos natal (Ginhoux & Guilliams, 2016). Ja se sabe que tanto o saco
vitelinico quanto a placenta possuem potencial hematopoético intrinseco mas sao os
sinais do microambiente que determinam a especificacdo final desse potencial
(Ciau-Uitza et al, 2014; Mikkola & Orkin, 2006). Ensaios adicionais serao
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necessarios para testar nossa hipotese bem como para revelar o potencial de

reconstituicdo da hematopoese das células imunoblastoides da placenta.

5.2 Células Tpbpa* derivadas do cone ectoplacentario como precursores do
endotélio hemogénico e das células imunoblastoides na porcéo distal do

labirinto

Uma vez identificada a formacao de novo de vasos e células hematopoéticas
na placenta, procuramos definir o precursor destas células a fim de compreender
melhor o processo. Dois componentes mesodérmicos participam da formacdo da
placenta corioalantoica, uma fina camada de mesotélio que compde o corion e a
alantoide essencialmente mesodérmica. Na formacéo das vilosidades do labirinto, a
alantoide cresce e se liga ao mesotélio do corion por volta de 8,5 dg. A adesao entre
essas duas estruturas ocorre pela ligacdo com Itgad, expressa no mesotélio do
coérion, com seu receptor VCAM1 presente na camada mesotelial da alantoide. A
partir de entdo, o corion involui formando espacos que sdo preenchidos pelo
mesoderma da alantoide contendo vasos fetais. As células trofoblasticas do corion
se diferenciam nas CTG dos sinusoides maternos do labirinto e nas duas camadas
de sinciciotrofoblasto, enquanto ndo ha relatos na literatura até 0 momento sobre o
destino do mesotélio do cérion apds a fusdo com a alantoide (Simmons, 2014). A
alantoide de aves, formada por mesoderma e endoderma, é capaz de produzir
células hematopoéticas e endoteliais in situ (Caprioli et al, 1998; Caprioli et al, 2001).
Em camundongos, estudos in vitro revelaram que tanto o corion quanto a alantoide
tém potencial de formar colénias mieloeritroides e expressavam Runxl antes da
fusdo (Corbel et al, 2007; Zeigler et al, 2006). Ao mesmo tempo, foi descrita a
migracdo de angioblastos originados do mesoderma do saco vitelinico para
estabelecer a vasculogénese de novo em alguns o&rgdos embrionarios
endodérmicos, como pulmdes e figado fetal (Drake, 2003). Somando ao fato de a
placenta de camundongos possuir somente endoderma vestigial e proximo a porgéo
fetal (Ogura et al, 1998), os vasos sanguineos formados pelos angioblastos do saco
vitelinico nestes trabalhos ndo possuem potencial hemogénico. Além disso, uma vez
gue acreditamos que a vasculogénese e a hematopoese ocorrem a0 mesmo tempo
na regido distal do labirinto, imaginar que a formacdo dos focos hematopoéticos
ocorra por processo de migracdo de uma célula mesenquimal com duplo-potencial

envolveria a chegada de tais células por uma rota extravascular. Entretanto, nao
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encontramos nas placentas analisadas evidéncias morfolégicas de célula
mesenquimal ou endotelial extravascular, que deveria ter sido revelada pela

positividade a vimentina, CD31, vVWF ou c-Kit.

Experimentos na década de 1960 sugeriram a transformacdo de células
trofoblasticas em células hematopoéticas. Os autores infundiram células da placenta
de camundongos com 15 ou 18 dg em receptores irradiados, recém-nascidos
timectomizados ou camundongos naturalmente anémicos, e observaram a formacéo
de nédulos esplénicos nestes animais contendo células de todas as linhagens
sanguineas. Para definir quais células eram responsaveis pela hematopoese no
baco dos animais receptores, os autores infundiram células da placenta de
camundongos com 18,5 dg, cujos fetos haviam sido removidos cirurgicamente aos
10,5 dg, e obtiveram resultados semelhantes. A histologia das placentas com 18,5
dg que tiveram os fetos removidos mostrou que elas eram compostas
essencialmente por trofoblasto, o que levou os autores a sugerir a desdiferenciacéo
de células trofoblasticas em hematopoéticas (Dancis et al, 1977; Dancis et al, 1968;
Dancis et al, 1962). Apesar da possivel contaminacao de células pela corrente
sanguinea, estes estudos foram pioneiros ao explorar a hematopoese na placenta e

sugerir um precursor hematopoético trofoblastico e ndo-convencional.

A placenta é composta por uma variedade de células trofoblasticas. Estas
consistem em células epiteliais derivadas do trofectoderma e que expressam
citoqueratina-8 em camundongos ou -7 na placenta humana (Simmons et al, 2008a).
Curiosamente, as células hematopoéticas foram encontradas em contato intimo com
células trofoblasticas, as vezes sem endotélio visivel entre elas. Células que
expressam citoqueratina-8 também foram encontradas circulando nos vasos
sanguineos fetais com uma organizacao nuclear diferente das células trofoblasticas
adjacentes. A analise com HE em nosso material mostrou células de natureza
trofoblastica formando aglomerados de células com nucléolos salientes,
semelhantes a células imunoblastoides. Algumas vezes, tais células pareciam
perder a organizacao epitelial e adesao entre si, como se estivessem adquirindo um
fendtipo migratério. Validando estes achados morfoldgicos, encontramos evidéncias

de transicéo epitélio-mesenquimal em algumas células espongiotrofoblasticas.

Transicdo epitélio-mesenquimal € o nome dado ao processo no qual células

epiteliais adquirem gradativamente um fendtipo mesenquimal. As células epiteliais
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possuem moléculas de adesdo intercelular, polaridade apical-basal e uma
organizacdo de citoesqueleto que as mantém imoveis e conectadas entre si. Por
outro lado, as células mesenquimais possuem uma organiza¢do de citoesqueleto
que lhes confere movimento (Kalluri & Weinberg, 2009). A transicdo epitélio
mesenquimal € essencial para o desenvolvimento embrionario. Ela pode ocorrer
também nos organismos adultos, nos processos fisiolégicos de cicatrizacao,
regeneracdo de tecidos e fibrose, bem como pode estar associada a progressao
tumoral (Kalluri, 2009). Durante a transicao, as células epiteliais passam por uma
série de alteracBes bioquimicas que incluem a perda das juncdes intercelulares,
polaridade e reorganizacdo do citoesqueleto que envolvem a reprogramacao génica
(Zeisberg & Neilson, 2009). Dependendo do processo biolégico a que esti
relacionada, a transicao epitélio mesenquimal pode exibir caracteristicas genéticas e
marcadores distintos. Em relacdo a transicdo epitélio-mesenquimal embrionaria, é
observada a diminuicdo de citoqueratina e o aumento de vimentina, entre outros
marcadores que sao atenuados ou adquiridos durante o processo (Zeisberg &
Neilson, 2009).

As células espongiotrofoblasticas possuem menor intensidade de
citoqueratina, o principal filamento intermediario das células epiteliais, do que as
demais células trofoblasticas do labirinto e CTG-parietais na marcacdo por
imunofluorescéncia. Além disso, alguns aglomerados de células
espongiotrofoblasticas, identificadas pela presenca da proteina Tpbpa,
coexpressavam vimentina em diferentes intensidades, revelando a aquisicdo de um
fendtipo mesenquimal. As células espongiotrofoblasticas em transicdo mesenquimal
também expressavam o marcador endotelial CD31 na periferia celular. Muitas vezes,
as ceélulas em transicdo mesenquimal estavam perto de vasos sanguineos contendo
células hematopoéticas imaturas sozinhas ou em clusters. Ainda, células
trofoblasticas foram observadas em arranjos sugestivos de invaginagdes tubulares,
0s quais continham algumas células vimentina positivas, indicando uma possivel
reorganizacao de citoesqueleto similar ao processo de formacao de limen durante a
vasculogénese (Rai & Cross, 2014). A visualizacdo destes arranjos foi possivel
devido ao escaneamento do corte histologico da placenta pelo microscépio confocal.
Cortes mais espessos ou estudos de microscopia intravital com técnicas de Optica
nao-linear, como o multiféton por exemplo, seriam interessantes para avaliar melhor

a estrutura tubular formada.
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Mudancas de citoesqueleto em células trofoblasticas da placenta de
camundongos foram sugeridas apenas indiretamente por experimentos in vitro
(Parast et al, 2001; Rai & Cross, 2014; Rai & Cross, 2015). Nestes, as células tronco
trofoblasticas de camundongos possuem capacidade intrinseca para formar
estruturas tubulares semelhantes a vasos em culturas 3D de células (Rai & Cross,
2015). A habilidade de formar canais sanguineos sem organizacdo endotelial é
conhecida como “mimetismo vasculogénico” e foi inicialmente descrita para explicar
0 comportamento de alguns tumores. Este termo foi adaptado para explicar a
formacéo dos espacos de sangue materno pelas CTG na placenta, as quais que se
originam a partir do corion ou do cone ectoplacentario. Fenémeno similar é realizado
pelas CTG associadas as artérias espiraladas maternas, CTG-SpA, e é conhecido
como ‘“invasdo vascular e mimetismo endotelial”. Nesse caso porém, ndo ha
morfogénese de tubo; as CTG-SpA, as quais se originam apenas a partir do cone
ectoplacentério, invadem e substituem o endotélio de vasos maternos pré-existentes
(artérias espiraladas maternas), adquirindo morfologia e propriedades semelhantes
as células endoteliais (Rai & Cross, 2014). Sabe-se que as CTG de camundongos
expressam numerosos fatores de crescimento e citocinas que Sao necessarias para
a formacdo de vasos, incluindo VEGF, PGF e FGF. Entretanto, ainda séao
desconhecidos 0os mecanismos que regulam os processos de vasculogénese e
mimetismo endotelial. Em nosso material, a presenca de VEGF foi detectada em
algumas células espongiotrofoblasticas, células trofoblasticas gigantes, e em
algumas células trofoblasticas da regido do labirinto incluindo células sanguineas no

interior dos vasos fetais.

O processo de transicdo epitélio-mesenquimal, entretanto, tem sido bastante
explorado na placenta humana, principalmente devido a possiveis implicacdes em
patologias gestacionais (Davies et al, 2016). Na placenta humana, as células
citotrofoblasticas extravilosas (CTE) sdo responsaveis pelo remodelamento das
artérias espiraladas maternas possuindo fungdes analogas as CTG de
camundongos no processo de decidualizagdo. Uma andlise sistematica das células
trofoblasticas vilosas e as CTE revelou que estas Ultimas passam por um processo
de transicdo epitélio-mesenquimal para adquirir o fenotipo invasivo necessario a
invasao arterial. Foi identificada uma série de fatores de transcricdo envolvidos na
aquisicdo do fendtipo mais invasivo destas células incluindo a aquisicdo de

vimentina e CD31, que também demonstramos na placenta murina, e de VE-
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caderina, que esta presente na maioria dos endotélios hemogénicos. Curiosamente,
a expressao de citoqueratina-7, o filamento intermediario das células trofoblasticas
humanas, ndo é alterado. Por isso, 0 processo de transi¢cdo epitélio-mesenquimal
das CTE foi considerado parcial e continua sendo caracterizado. Foi observado
ainda que a aquisicdo do fendtipo mesenquimal nas células trofoblasticas humanas
€ reduzido em certas patologias como pré-eclampsia e restricdo de crescimento
intrauterino (Davies et al, 2016; Fisher, 2015).

Em nosso material, observamos pela primeira vez in situ a transicao epitélio-
mesenquimal de células da zona de juncdo de camundongos na metade da
gestacao, as quais sao originadas a partir do cone ectoplacentario. Comecando em
9,5 dg, as células espongiotrofoblasticas coexpressaram as proteinas Tpbpa e
vimentina em diferentes propor¢cdes de intensidades, além de CD31 na periferia. Aos
10,5 dg, as células duplo-positivas para Tpbpa e vimentina foram mais frequentes na
zona de juncdo, com algumas células no labirinto e raras células na decidua.
Embora algumas elas possam estar se diferenciando em CTG, realizando
mimetismo vasculogénico ao redor do sangue materno, nds acreditamos que
também possa estar ocorrendo a formacao vascular e possivelmente hematopoese
fetal. Algumas células em transicdo observadas em arranjos sugestivos de
diferenciagdo vascular, estavam muitas vezes proximas a vasos contendo células
hematopoéticas vimentina*, as quais possivelmente compartilham a mesma origem.
E importante ressaltar que algumas células endoteliais dos vasos do labirinto ndo
tém a morfologia fusiforme tipica da maioria dos endotélios, o que foi evidenciado
pela positividade do endotélio a vimentina e também previamente pelo nosso grupo
pela marcacdo com Scal (Portilho et al, 2016). Sendo assim, sugerimos que células
Tpbpa* do espongiotrofoblasto poderiam ser precursores de, pelo menos, uma parte
das células hematopoéticas formadas na placenta, em um mecanismo ainda nao

descrito de transi¢ao epitélio-mesenquimal-hematopoética.

A ocorréncia de vasculogénese na porcado distal das vilosidades sem
eritropoese foi descrita em placentas humanas (Aplin et al, 2015). Uma vez que
eventos de vasculogénese e hematopoese tendem a ser conservados entre as
espécies, pode ser que ocorra vasculogénese isolada também em camundongos.
Observamos células espongiotrofoblasticas expressando vimentina aos 12,5 dg,
mas nao aos 14,5 dg. Sendo assim, a vasculogénese sem hematopoese a partir do
espongiotrofoblasto poderia ocorrer até 12,5 dg, possivelmente até 13,5 dg (idade
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nado analisada neste trabalho). A falta de evidéncias morfologicas pode ser
justificada devido a ocorréncia de eventos de forma muito mais rapida em
camundongos, proporcional ao periodo de desenvolvimento embrionario de cada

espécie.

Para testar nossa hipotese, realizamos experimentos de enxerto heterdlogo
subcapsular renal a partir do cone ectoplacentario. Os cones ectoplacentarios foram
coletados de camundongos com background GFP aos 7,5 dg e implantados sob a
capsula renal de camundongos imunocomprometidos fémeas gravidas, buscando,
assim, criar um ambiente o mais fidedigno possivel para o desenvolvimento do
enxerto ao manter horménios da gestacdo para possiveis eventos hormdonio-
dependentes. A presenca de GFP nas células do cone ectoplacentario permitiu
identifica-las no tecido do animal receptor utilizando anticorpo anti-GFP. Foi
demonstrado que o uso de anticorpo detecta de forma bastante sensivel e especifica
as células GFP*, uma vez que a intensidade da proteina fluorescente decai bastante
durante os processos de fixagdo e/ou processamento dos tecidos (Brazelton &
Blaua, 2005).

Trés dias apos o procedimento (correspondente a 10,5 dg), os quatro
enxertos analisados apresentaram caracteristicas histologicas similares, entre elas,
a formacdo de células gigantes positivas para citoqueratina-8 e Tpbpa, que
continham numerosas inclusfes citoplasmaticas. Células menores do doador foram
localizadas principalmente nas bordas do enxerto e foram identificadas com o
anticorpo anti-GFP. Algumas células do enxerto emitiram prolongamentos
citoplasmaticos entre si formando canais ao redor de &reas hemorragicas,
confirmando a habilidade de CTG em formar estruturas tubulares contendo sangue.
Estas e algumas outras células derivadas do enxerto expressaram as moléculas
vimentina e CD31. Foram observadas também, plaquetas VWF* aderidas as
projecdes das células que formavam os canais sanguineos. Estes dados confirmam
a habilidade intrinseca das células do cone ectoplacentario em adquirir fenétipo
mesenquimal e exibir caracteristicas de células endoteliais, como a expressao de
molécula de adesdo de células endoteliais CD31 e propriedades anti-coagulantes.
Além disso, embora raras, algumas células globosas do enxerto expressaram o
marcador Runxl1. A presenca de Runx1, um fator de transcricdo expresso em todas
as ceélulas mesenquimais de tecidos hematopoéticos, endotélio hemogénico e CTH
da linhagem definitiva (North et al, 2002), sugere que as células do cone
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ectoplacentario possuem potencial hematopoético intrinseco. Em conjunto, os dados
obtidos confirmam a capacidade intrinseca do cone ectoplacentario para formar
canais de células mesenquimais e com perfil endotelial, e também em se diferenciar
em células hematopoiéticas Runxl* antes da fusdo com os outros tecidos

placentarios.

5.3 Influéncia de PGF na vasculogénese e hematopoese na placenta

O PGF foi o segundo membro da familia VEGF descrito e sua expressao foi
encontrada inicialmente na placenta humana, fato que deu origem ao seu nome
(Maglione et al, 1991). Em humanos existem quatro isoformas do gene PGF,
enquanto camundongos tém apenas uma que corresponde ao PGF-2 de humanos
(Dewerchin & Carmeliet, 2012). O PGF é um fator angiogénico importante durante o
desenvolvimento e em varias situacbes patoldgicas, como cicatrizacdo e alguns
tumores (Falco, 2012; Torry et al, 2003). Por outro lado, em adultos saudaveis o
PGF é expresso em baixas concentracfes em apenas alguns 6rgaos, como coragao,
pulméo, tireoide, musculo esquelético e tecido adiposo (Falco, 2012). O PGF é
capaz de se ligar nos receptores VEGFRL1, solluvel ou ligado a membrana plasmatica
das células, ou aos receptores de neuropilina. Apesar de estudos recentes
sugerirem que o PGF tem acado angiogénica direta, a teoria mais aceita € de que ele
estimula a angiogénese de forma indireta ao se ligar ao receptor VEGFR1. Com
isso, o VEGF fica livre para se ligar ao receptor VEGFR2, 0 que leva a uma resposta

angiogénica mais intensa (Carmeliet et al, 2001; Dewerchin & Carmeliet, 2012).

Na placenta humana, o PGF é expresso no trofoblasto extraviloso, nas células
citotrofoblasticas, sinciciotrofoblasto e mesénquima das vilosidades coridnicas
(Tayade et al, 2007). O PGF também foi encontrado nas células endoteliais das
veias umbilicais, uNK, células eritroblasticas entre outras células (Falco, 2012).
Diferente do VEGF, cuja expressdo € mais intensa no inicio da gestacdo e depois
diminui, a expressdo de PGF aumenta progressivamente da metade da gestacao até
a termo (Kaufmann et al, 2004). Durante a gestacdo, o PGF influencia a
vasculogénese e angiogénese nas vilosidades, a decidualizacdo e crescimento e
sobrevivéncia das células trofoblasticas (Torry et al, 2003). O predominio de VEGF
no primeiro trimestre pode ser observado no padrédo de angiogénese nas vilosidades
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coribnicas desse periodo, nas quais observa-se a formacdo de uma rede capilar
altamente ramificada, enquanto o predominio de PGF nos demais periodos provoca
o crescimento do capilar por elongacao. Acredita-se que tais diferengas de secrecao
de fatores e morfogénese possam estar relacionadas a pressao parcial do oxigénio
(Kaufmann et al, 2004). Em humanos, baixas concentracbes de PGF estédo

relacionadas a pré-eclampsia (Krauss et al, 2004).

Em camundongos, o PGF também €& expresso por células trofoblasticas e
deciduais desde o inicio da placentacdo, com pico entre 10 e 14 dg (Aasa et al,
2015). Apesar da importancia do PGF para o crescimento, diferenciacdo e migracao
endotelial e trofoblastica, este fator foi considerado redundante durante a gestacao
por ndo comprometer o desenvolvimento normal de camundongos knockout pra
esse fator (Carmeliet et al, 2001). Esses camundongos mutantes nascem em
frequéncia mendeliana, sdo saudaveis e férteis (Carmeliet et al, 2001), mas estudos
recentes vém mostrando que a funcdo do PGF ndo é redundante em alguns
aspectos importantes durante o desenvolvimento. Por exemplo, a auséncia de PGF
durante o desenvolvimento altera o formagé&o vascular do cérebro (Luna et al, 2016).
Na placenta, a auséncia de PGF afeta a maturacdo das células uNK, causa
pequenos atrasos no remodelamento das artérias espiraladas e alteragbes no
padrdo de ramificagbes angiogénicas na decidua assim como algumas alteracfes
nos vasos linfaticos do Utero materno, ao passo que a invasao trofoblastica ndo é

prejudicada até 9,5 dg (Ratsep et al, 2014; Tayade et al, 2007).

O PGF é uma molécula que estimula a angiogénese por diversos
mecanismos quando ligada ao receptor VEGFR1, expresso em muitos tipos de
células incluindo as CTH. Nesse sentido, o PGF possui outras fungbes além da
angiogénese como o0 recrutamento e maturacdo de progenitores da medula 0ssea
para a reconstituicdo na hematopoese em camundongos adultos (Hattori et al, 2002;
Rafii et al, 2003; Zhou et al, 2013). Uma vez que o PGF age no trofoblasto e células
hematopoéticas e diante da perspectiva da formacédo de vasos sanguineos e células
hematopoéticas a partir de um precursor unico da placenta, decidimos explorar a
importancia deste fator de crescimento nesse processo de diferenciacdo. Para isso,
utilizamos camundongos Pgf” com 10,5 dg. Apesar de observarmos pequenas
alteracdes nos canais ou vasos maternos da decidua ou nas camadas de células
trofoblasticas de algumas placentas, nao realizamos nenhuma medicéo
morfométrica devido a grande variacdo entre os sitios implantacionais. Em um dos
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sitios, observamos algumas células em apoptose na regidao de labirinto, o que nos
chamou atencéo, visto que o PGF protege as células trofoblasticas da apoptose in
vitro (Torry et al, 2003). Entretanto, uma vez que tal alteracdo foi observada em
apenas uma placenta, ndo podemos descartar um problema circunstancial do sitio

implantacional.

Na andlise imunohistoquimica, os animais Pgf’- possuiam menor quantidade
de células espongiotrofoblasticas, as quais pareciam expressar menos proteina
Tpbpa. A transicdo epitélio-mesenquimal também se apresentou alterada, com
menor expressao de vimentina observada na zona de juncéo e rara positividade ao
CD31. Enquanto isso, o VEGF continuou sendo expresso intensamente nas células
da placenta, principalmente nas CTG. Diversos estudos sugerem que o PGF regula
o crescimento e diferenciacédo do trofoblasto, possivelmente por acdo paracrina, ja
que tanto o PGF quanto o receptor VEGFR1 sdo expressos nas células
trofoblasticas (Falco, 2012). Em humanos, a administracdo exdgena de PGF
estimulou in vitro a proliferacao do trofoblasto extraviloso durante o primeiro trimestre
da gestacdo (Athanassiades & Lala, 1998; Torry et al, 2003). Uma vez que as
células trofoblasticas extravilosas realizam transicdo epitélio-mesenquimal e
adquirem de fendtipo endotelial de forma similar as CTG da zona de juncao,
acreditamos que o PGF também possa regular a diferenciacdo das células
trofoblasticas de camundongos de forma semelhante. O receptor VEGFR1 é
abundante na camada espongiotrofoblastica aos 12,5 dg (Dumont et al, 1995).
Sendo assim, o PGF pode ser necessario para uma eventual diferenciacdo das
células espongiotrofoblasticas, e sua auséncia poderia causar as alteragbes
observadas na zona de juncdo dos camundongos knockout, incluindo a possivel
reducdo da transicao epitélio-mesenquimal. Cabe acrescentar que camundongos
que apresentam defeitos na formacdo do cone ectoplacentario e
espongiotrofoblasto, possuem malformacéo do labirinto, o que, de certa forma,
reforca a importancia destas estruturas para vasculogénese e formagéao do labirinto
(Soncin et al, 2015). Contudo, ndo ha na literatura dados sobre a hematopoese

inicial nestes animais.

Entretanto, nos surpreendeu o grande numero de células hematopoéticas
imaturas, frequentemente observadas em grupos de células homogéneos ou
heterogéneos, cujas diferencas foram reveladas pelo tamanho, arranjo nuclear e
intensidade de expressdo ao CD41. A quantidade de células imaturas, positivas para
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vimentina, CD41, assim como duplo positivas para CD41 e vimentina ou CD41 e
VWF era superior ao dos animais B6, o que foi quantificado pela imunohistoquimica
com o CD41. Ainda, alguns clusters proximos a zona de juncdo eram formados por
células CD31 positivas, as quais ainda ndo haviam sido localizadas por nds nos
vasos da placenta. Sendo assim, pode ser que o PGF influencie a transicao epitélio-
mesenquimal das células da zona de jun¢do para formar as CTG dos canais de
sangue materno, o que indiretamente poderia levar ao direcionamento para maior
transicdo epitélio-mesenquimal-hematopoética e recrutamento de CTH de outros
sitios hematopoéticos. Alternativamente ou simultaneamente, a expressao de outros
fatores de crescimento pode estar aumentada para compensar a auséncia de PGF,
e estes fatores poderiam estimular também a expansdo das células imaturas na
placenta, originadas in situ e oriundas de outros sitios hematopoéticos. Por exemplo,
acredita-se que ocorre o aumento da producdo de VEGF na placenta dos
camundongos Pgf’- (Carmeliet et al, 2001). Na auséncia de PGF, o receptor
VEGFR1, presente em células hematopoéticas e espongiotrofoblasticas, estaria
disponivel para se ligar com VEGF, o que aumentaria a sinalizacdo VEGF/VEGFR1.
Sabe-se que essa sinalizacdo € importante para os processos de vasculogénese e
hematopoese durante o desenvolvimento, o que poderia justificar a 0 aumento de
células hematopoéticas imaturas na placenta. O desvio da sinalizacdo
VEGF/VEGFR2 pode ser corrigido pelo aumento da producdo de VEGF (Carmeliet
et al, 2001).

Outros fatores poderiam estar envolvidos no aumento da hematopoese na
placenta devido a auséncia de PGF, uma vez que a placenta é um tecido rico em
citocinas e fatores de crescimento. E importante ressaltar os mecanismos
compensatorios que a placenta possui para manter o bem-estar da mée e do feto ao
longo da gestacao. Assim, uma possivel diminuicdo do suprimento sanguineo devido
a alteracdes nos vasos maternos na decidua (Ratsep et al, 2014) poderia estimular o
aumento de células fetais na placenta, otimizando a captura de oxigénio. As células
placentarias sdo as primeiras a perceberem alteracbes no curso normal da
gestacdo, uma vez que a placenta € o 6rgdo que estabelece a interface entre a mae
e o feto. Na placenta humana foi demonstrado o aumento na frequéncia e densidade
das CTH nos vasos da placa coridnica durante processo inflamatorio. Acredita-se
que isso de alguma forma possa ajudar na sobrevivéncia do feto em um ambiente
hostil (Ponder et al, 2016).
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5.4 Existéncia de micronichos hematopoéticos na placenta

A potencial hematopoético da placenta foi sugerido na década de 1960, mas
foi somente depois de 2003 que ela comecou a ser explorada por alguns autores na
tentativa de decifrar o seu papel na ontogenia do sistema hematopoético (Alvarez-
Silva et al, 2003; Dancis et al, 1962). Foi sugerido por Rhodes e colaboradores que a
placenta de camundongos produz CTPH de forma semelhante aos grandes vasos
embrionarios e que a expansdo destas células tenderia a acontecer nos vasos
menores do labirinto, evidenciado pelo grande numero de células imaturas em
mitose (células duplo-positivas Runx1*pH3S10%) (Rhodes et al, 2008). Ainda assim,
pouco se sabe sobre os nichos celulares que suportam as HSC na placenta, ou 0s

sinais envolvidos em sua maturacao, expansao e mobilizacao.

Neste trabalho, encontramos indicios da ocorréncia de hematopoese definitiva
nos vasos maiores da placa coridnica e vasos do labirinto préximos a essa regiao.
Muitos sinais importantes para a diferenciacdo das células hematopoéticas a partir
de tecido mesodérmico sdo produzidos pelo endoderma visceral adjacente ao saco
vitelinico e da porcéo ventral da aorta dorsal. Na placenta de camundongos, apenas
a porc¢do inicial do labirinto contém endoderma remanescente do saco vitelinico e ele
poderia fornecer os sinais moleculares para a diferenciagdo da hematopoese
definitiva nos vasos sanguineos dessa regido. Apesar de ndo termos realizado
nenhum ensaio funcional para comprovar a natureza definitiva dos clusters celulares
desta regido, outras semelhancas morfoldgicas e fenotipicas sugerem que as células
sejam formadas nessa regido a partir de endotélio hemogénico similar aos grandes

vasos.

Além dessa formag&o hematopoética “convencional”’, encontramos indicios
morfolégicos de que os vasos da porcdo distal da placenta suportam a expansao,
maturacdo e diferenciacdo das CTH, além de diferenciacdo eritroide e possivel
diferenciac@o vascular e hematopoética de novo. Uma caracteristica reconhecida e
compartilhada pelos sitios hematopoiéticos embrionarios € o desenvolvimento
integrado dos sistemas vasculares e hematopoiéticos. Nesse sentido, as células
trofoblasticas da placenta produzem numerosas citocinas e moléculas de sinalizagcéo

importantes ndo s6 pra o processo de vasculogénese e angiogénese mas também
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para a biologia das CTH (Dzierzak & Robin, 2010; Mikkola & Orkin, 2006) e podem
contribuir para os fenbmenos observados. Diferentes concentracdes de sinais e
peculiaridades do endotélio no labirinto e na placa coridnica podem refletir as
diferentes potencialidades de ambos o0s vasos. Além disso, a placenta em
desenvolvimento cresce em um ambiente hipdxico (Kenchegowda et al, 2017) e
acreditamos que esse seja 0 principal componente para a hematopoese observada

na porcao distal do labirinto.

O aumento do fornecimento de oxigénio na placenta ocorre ap6s a maturacéo
funcional da membrana placentaria que acontece por volta do dia 11,5 em
camundongos e no final do primeiro trimestre em humanos (Kenchegowda et al,
2017). Ainda que a placenta ndo esteja mais em hipdxia, o gradiente de oxigénio no
labirinto se distribui de forma que o sangue menos oxigenado fica proximo da zona
de juncdo (Adamson et al, 2002). A baixa tensdo de oxigénio nos vasos dessa
regido pode estimular os diferentes aspectos hematopoéticos observados. Isso
porque os tecidos placentarios respondem de forma diferente as mudancas na
tensdo de oxigénio, o que reflete no repertério da sinalizacdo molecular. Por
exemplo o VEGF-A e a EPO sé&o estimulados em condi¢ces de hipoxia, enquanto o
mesmo nao ocorre com o PGF (Kaufmann et al, 2004; Zhang et al, 2001).
Considerando que tanto a expanséo e maturacao das CTH, quanto a diferenciacao
eritropoética, a vasculogénese e a hematopoese de novo acontecem na mesma
janela curta do desenvolvimento e proximos a zona de juncéo, acreditamos que a
tensdo de oxigénio e diferentes sinais do microambiente regulem esses processos.
Sendo assim, o labirinto proximo a zona de juncdo da placenta de camundongos
pode conter diferentes nichos especializados para cada uma dessas fung¢des, como
ocorre na medula 6ssea dos organismos adultos (Wilson & Trumpp, 2006). Além
disso, os capilares fetais ficam proximos a zona de juncéo e, sendo estes vasos de
menor calibre, o sangue flui a uma velocidade mais baixa (Adamson et al, 2002), o
que pode facilitar a hematopoese das células produzidas in situ e oriundas de outros
sitios. Os mecanismos moleculares envolvidos em cada nicho e sua distribuicdo

espaco-temporal merecem investigacao.

Além do microambiente necesséario para a hematopoese, a placenta possui
uma posicao estratégica para receber células de outros sitios hematopoéticos.
Assim, ela pode receber temporariamente os progenitores do saco vitelinico e as

CTH da aorta dorsal, vasos umbilicais e vitelinicos, modificando-os até o
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amadurecimento do broto hepatico (Gekas et al, 2005). A atividade hematopoética
da placenta que observamos ocorre apenas entre 10,5 e 11,5 dg, concomitante com
a migracdo de células para o figado fetal. Apesar de alguns autores terem
identificado o pico de células hematopoéticas na placenta entre 12,5 e 13,5 dg
(Alvarez-Silva et al, 2003; Gekas et al, 2005; Ottersbach & Dzierzak, 2005),
observamos nessa idade apenas células imaturas circulando sem organizacdo em
focos. O grande numero de CTH observado por estes autores nos ensaios in vitro
poderia estar relacionado ao aumento da placenta em tamanho, na qual mais células
estariam presentes nos vasos sanguineos, ou ainda refletir diferencas entre as
linhagens de camundongos. Neste trabalho, camundongos SW apresentaram
maiores variagcbes morfoldgicas no grau de desenvolvimento das placentas de
mesma idade gestacional, explicado pela maior variabilidade genética dessa
linhagem. Apesar disso, as placentas de camundongos SW e B6 parecem ter
morfologia semelhante na metade da gestacdao, com ocorréncia de hematopoese em

periodo similar do desenvolvimento.

5.5 Perfil molecular das populagdes de células hematopoéticas CD41* da

placenta

Apesar de alguns avancos para a caracterizacdo fenotipica das CTH nos
diferentes 6rgdos embrionarios e em diferentes idades do desenvolvimento,
multiplos marcadores de superficie precisam ser combinados para fornecer um
enriguecimento significativo de CTH. Ainda assim, diferentes progenitores coexistem
com as CTH e compartilham alguns marcadores de superficie celular, dificultando a
compreensao da evolucdo fenotipica de cada populacao celular. Além disso, existe
uma certa dificuldade técnica na imunohistoquimica das células hematopoéticas em
camundongos. Apesar de humanos e camundongos possuirem 0S mesmos sitios
hematopoéticos embrionérios, hierarquia de formacdo sanguinea semelhante e os
mesmos fatores de transcricdo regulando a hematopoese, 0s marcadores
fenotipicos das CTH sado bastante diferentes entre essas duas espécies (Mikkola,
2009; Mikkola & Orkin, 2006). E importante levar em consideracdo que nem sempre
o processo de diferenciagdo envolve a alteracdo imediata das proteinas de
superficie. E possivel que as mudancas na expressdo de RNAm ou na codificacéo
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de proteinas especificas de determinada linhagem ocorram rapidamente e antes
mesmo da divisao celular ou alteracao no fenétipo da célula. O mesmo é valido para
a degradacdo de RNAm do fendtipo celular antigo (Woolthuis & Park, 2016). Nesse
sentido, identificar marcadores moleculares das CTPH pode fornecer pistas
importantes sobre a identidade das células e seu programa de diferenciacéo, seus

precursores e seu possivel comprometimento celular em etapas subsequentes.

Nessa perspectiva, decidimos explorar o perfil de expressdo génica das
células hematopoéticas imaturas da placenta, buscando evidéncias moleculares da
sua origem embrionaria, estagio de diferenciacdo e persisténcia pos-natal. Para o
mapeamento molecular destas células hematopoéticas, buscamos uma metodologia
que permitisse 0 enriquecimento dessa populacdo rara de células dentro de um
tecido complexo que € a placenta. A microdisseccdo a laser € uma ferramenta que
permite o isolamento eficiente de populacbes celulares homogéneas dentro de
cortes histolégicos de tecidos mistos (Bidarimath et al, 2015). Essa técnica foi
bastante Gtil neste trabalho para identificar genes cuja abundéancia de transcritos ndo
seria grande em uma populacao mista de células, mas que poderiam fornecer pistas
sobre o programa de diferenciacéo celular. Além disso, através da visualizacdo das
células, foi possivel isolar e analisar separadamente pelo menos duas

subpopulacdes de células imaturas baseada na sua morfologia ao microscoépio.

Segundo a literatura, o CD41, é uma das primeiras proteinas de superficie
celular adquirida pela linhagem hematopoética, sendo expressa fenotipicamente em
todas as CTH e progenitores durante a metade da gestacdo (Kent et al, 2009). De
fato, neste trabalho, o anticorpo anti-CD41 pareceu ser mais sensivel para detectar
as células hematopoéticas imaturas na placenta. Este anticorpo evidenciou o0s
clusters de células da placa coridnica pela técnica de whole mount e também células
isoladas ou em clusters no interior dos vasos fetais menores da placenta. Nas
duplas-marcacdes, a proteina CD41 foi detectada em diferentes intensidades nas
células imaturas, as quais coexpressavam o0 segundo marcador ou apenas o CD41;
o inverso nunca foi observado. Sendo assim, o CD41 pareceu ser um anticorpo
sensivel e especifico para a identificacdo das células no microscépio antes do seu
isolamento para a microdissecgao e expressao génica. A expressao dos genes foi
calculada utilizando o Pgkl como normalizador.
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Primeiro, todas as células CD41* encontradas na regido de labirinto de
camundongos com 10,5 dg foram microdissecadas. Duas amostras contendo células
CD41* totais foram analisadas. Apesar de todas estas células expressarem
fenotipicamente CD41, elas constituem uma populacdo heterogénea de células.
Vimos nas analises morfologicas que estas células possuem diferentes tamanhos e
arranjos nucleares, bem como diferentes afinidades aos anticorpos de marcadores
hematopoéticos. Em conjunto, os dados morfolégicos mostraram uma
heterogeneidade de células hematopoéticas na placenta de camundongos aos 10,5
e 11,5 dg, consistente com uma provavel expansdo e maturacdo das CTH em
diferentes progenitores. Além de receber CTH de diferentes 6rgdos, a placenta
parece produzir uma parte das células in situ, através de dois mecanismos distintos
€ CUujos precursores nao parecem ser 0s mesmos. Préximo a placa coribnica, células
hematopoéticas imaturas emergem como clusters de células homogéneas
possivelmente a partir de endotélio hemogénico. As células formadas nessa regiao
sdo morfologicamente semelhantes as CTH produzidas em outros sitios
hematopoéticos, como a aorta dorsal, assim como algumas células menores que
circulavam pelos vasos sanguineos. Também encontramos evidéncias de expansao,
maturacdo e eritropoese na porcao distal da placenta, além da possivel formacéao
vascular e hematopoética de novo, possivelmente a partir de diferenciacdo epitélio-
mesenquimal-hematopoética de células da zona de juncdo. Acreditamos que as
células formadas nesta regido poderiam ter dois destinos dependendo do estimulo:
formar clusters de maturacéo/diferenciacdo nos vasos distais da placenta ou migrar
para outro sitio embrionario, possivelmente o figado fetal, aonde talvez contribuiriam
para a hematopoese definitiva. Na tentativa de elucidar algumas dessas questdes,
as ceélulas CD41* foram separadas durante a microdisseccdo em duas

subpopulacdes de tamanhos diferentes antes da andlise da expressao génica.

A populacdo denominada single cell (9SC) possivelmente engloba a maioria
das células pequenas que na analise morfoldgica expressaram fenotipicamente c-
Kit, CD41, Runxl, VWF e vimentina. Assim como observado anteriormente, estas
células foram microdissecadas em toda extensdo do labirinto, embora fossem mais
frequentes proximas da placa coribnica. A populacdo denominada cluster (8C) foi
mais heterogénea, na qual foram capturadas células grandes, mas de diferentes
formatos e arranjos nucleares. Elas geralmente estavam préximas a outras células, e

foram mais frequentes proximas a zona de juncao. Acreditamos que esta populacéo
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contém algumas das células formadas in situ e também as células que formavam
clusters de células homogéneas e heterogéneas. A pequena quantidade de RNA
obtida foi uma limitacdo da técnica superada pela pré-amplificacdo das amostras.
Entretanto, o tempo foi um fator limitante para a microdisseccdo das duas
subpopulacdes de células do mesmo sitio implantacional, sem que o RNA de uma
delas fosse deteriorado. Sendo assim, o perfil comparativo entre as duas
subpopulacdes foi feito entre placentas de fémeas diferentes. Em contrapartida,
essa tecnologia € a mais confiavel para estudar a expressdo génica em uma
populacdo celular pequena sem contaminacdo das células do microambiente ao
redor. Neste trabalho nds analisamos duas amostras de células CD41" totais da
regido do labirinto, uma amostra de células grandes (8C) e uma amostra de células
menores (9SC).

Neste trabalho, foram testados 40 genes-alvo cuja expressao foi calculada
utilizando o Pgkl como normalizador. Dois normalizadores foram escolhidos por
serem estaveis em tecidos embrionarios com base na literatura (Veazey & Golding,
2011), enquanto o Gapdh foi escolhido por ser bastante utilizado para esse fim,
incluindo em trabalhos de expressdo génica em tecido placentario. Entretanto,
apesar de transcritos do Gapdh terem sido detectados na placenta inteira, eles néao
foram detectados nas amostras microdissecadas. Em um artigo recém-publicado, a
expressdo temporal e especial de Gapdh foi analisada na placenta de
camundongos. Apesar de ser uma enzima importante para a glicélise e ser
considerada ubiquamente expressa nas células, os autores mostraram que a
localizacdo e expressdo dessa enzima varia entre as células trofoblasticas da
placenta ao longo da gestagcdo, sugerindo cautela na escolha deste gene como
referéncia enddgena para a placenta (Min et al, 2017).

Todas as amostras analisadas continham células que expressavam a
proteina CD41, mas apenas a amostra 9SC apresentou transcritos de CD41. O
CD41 é a primeira molécula a ser expressa fenotipicamente nas células
hematopoéticas quando elas emergem do endotélio hemogénico ou de precursores
mesodérmicos do saco vitelinico (Bertrand et al, 2005; Kent et al, 2009; Mikkola et
al, 2003; Mikkola & Orkin, 2006). Entretanto, essa molécula vai sendo perdida pelas
CTH ao longo do desenvolvimento o que justifica a presenca da proteina na
superficie das células e a auséncia de RNAm. Até mesmo na placenta inteira, sem
microdissecc¢ao, a deteccdo molecular de CD41 foi baixa. A presenca de transcritos
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de CD41 apenas na amostra de 9SC, ainda que em baixa quantidade relativa,
corrobora que essa subpopulacdo possui um fenotipo mais imaturo. De fato, nas
nossas andlises de imunofluorescéncia, o0 CD41 foi expresso mais intensamente nas
células menores quando perto de clusters de células maiores. Enquanto transcritos
de CD41 foram detectados apenas na amostra 9SC, os de VWF foram detectados
apenas na amostra 8C. Sendo assim, nos parece que a aquisicdo de VWF é
secundéria ao CD41 e adquirida ao longo do desenvolvimento das células
hematopoéticas. Na imunofluorescéncia, foi observada uma célula imatura pequena
expressando fenotipicamente CD41 e aderida a outras duas células maiores que
coexpressavam CD41 e VWF em diferentes intensidades. Isso corrobora a hipbtese
de que as células imaturas menores, oriundas da placenta ou outros sitios
hematopoéticos e que expressam fenotipicamente CD41, sofrem expansao e
maturacdo na placenta e que o VWF € um dos marcadores moleculares adquiridos

durante a maturacao.

A natureza imatura das células CD41 microdissecadas foi comprovada pela
expressdo génica de outros marcadores hematopoéticos comumente expressos nas
CTH encontradas da AGM e figado fetal como o Runx1, AA4.1, VE-caderina, Scal e
0 CD31 (Bertrand et al, 2005; Boisset et al, 2010; Mikkola & Orkin, 2006; Taoudi et
al, 2005; Yokomizo & Dzierzak, 2010). Além destes genes serem comumente
expressos nas CTPH, alguns deles sao expressos também no endotélio hemogénico
(Mikkola & Orkin, 2006; Petrenko et al, 1999; Taoudi et al, 2005), indicando que pelo
menos uma parte das células microdissecadas pode ter origem a partir desses
precursores endoteliais. Dentre estes genes, o Runxl nos chamou atencao pela
abundéancia de transcritos em todas as amostras analisadas enquanto na placenta
total ele € pouco expresso. Isso mostrou que a maior parte das células que
expressam Runxl também expressa CD41. Uma vez que todas as células tronco e
progenitores hematopoéticos da linhagem definitiva expressam fenotipicamente
Runxl durante a vida embrionaria (North et al, 2002), a presenca desse gene nas
células CD41" que circulam e expandem na placenta sugere que a maioria destas
células potencialmente persiste na vida pds-natal. A expresséao relativa de Runx1 foi
maior na amostra 9SC, a qual acreditamos que seja uma populacdo mais
homogénea. Entretanto, essa populagdo também apresentou maior quantidade de

transcritos de VE-caderina e Cd31, sendo esse Ultimo ausente na amostra 8C.
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Sendo assim, € possivel que a amostra 8C contenha tipos celulares de origens

diferentes ou células em processo de maturacao e/ou diferenciacéo.

Consistente com a maturagcdo e/ou diferenciacdo das células, transcritos de
Vimentina estavam presentes na amostra 9SC, mas ausentes em 8C. Na analise
histologica, observamos diferentes padrdes de expressdo da vimentina em células
de diferentes morfologias. Nas células organizadas em clusters com outras células
imaturas vimos que a expresséo fenotipica da vimentina podia ser menos intensa ou
até ausente em pelo menos uma das células. Quando o anticorpo anti-vimentina foi
combinado com o anticorpo anti-CD41, as células que exibiram dupla-marcacéo
tinham menor quantidade de filamentos de vimentina enquanto algumas células
expressaram apenas a molécula CD41. Em conjunto, esses dados reforcam que a
populacdo 9SC tem fendtipo mais imaturo e que a populacao 8C contém células em
diferenciacéo. Por outro lado, algumas células proximas a zona de juncédo e células
gue brotavam da parede vascular como células Unicas pareciam expressar grande
quantidade de vimentina. Pode ser que tais células ndo expressem fenotipicamente
CDA41 e, por isso, essa populacdo ndo tenha sido identificada. Alternativamente, a
guantidade de transcritos de vimentina que era para ser apenas vestigial, ndo foi

detectada por se tratar de células raras dentro da populacdo heterogénea de 8C.

Ainda que ocorra diferenciacdo das células hematopoéticas CD41l*, a
auséncia dos transcritos dos genes PU.1 e Cd45 sugere que estas células mantém
um fendtipo imaturo. O PU.1 € importante para a autorrenovacéo das CTH do figado
fetal e sua expressdo aumenta durante a diferenciacdo da linhagem mieloide (Back
et al, 2005). Foi descrito que as CTH ndo expressam a proteina pan-hematopoética
CD45, a qual é adquirida ao longo do desenvolvimento comec¢ando a aparecer nas
células a partir de 11,5 dg (Mikkola & Orkin, 2006). De fato, a aquisicdo de CD45 foi
relacionada com a auséncia de CD41 (McKinney-Freeman et al, 2009) o que justifica
sua auséncia nas células microdissecadas. O Scal também representa um gene
Cuja expressao aparece um pouco mais tarde no desenvolvimento, mais ou menos
junto com o CD45 (Mikkola & Orkin, 2006) e persiste durante a vida adulta.
Transcritos de Scal foram identificados em todas as amostras microdissecadas
exceto em 8C, enquanto a placenta inteira, sem microdissec¢ao, possuiu grandes
quantidades desse transcrito. A aquisicdo de Scal é secundaria a de CD41 e
justificaria a presenca de poucos transcritos na maior parte das amostras
microdissecadas em comparacdo com células coletadas de toda a placenta, uma
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vez que seria necessario perder a expressao de CD41 para expressar Scal. Nesse
sentido, identificamos por imunofluorescéncia a expressao fenotipica de Scal em
células imunoblastoides que formavam clusters heterogéneos préximos a zona de
juncdo em camundongos Swiss Webster aos 10,5 dg (Portilho et al, 2016).
Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de existirem células ainda
bastante imaturas na subpopulacdo 8C. Isso € reforcado pela auséncia de
transcritos de Scal na populagdo 8C, a qual deveria ter maior quantidade do

transcrito se possuisse apenas células em diferenciacao.

Inesperadamente, ndo observamos transcritos detectaveis de c-Kit nas
células imaturas microdissecadas, enquanto a placenta inteira exibiu transcritos
desse gene. O c-Kit é o receptor do fator de SCF e é descrito como um dos
primeiros marcadores expressos fenotipicamente em todas as células tronco e
progenitores hematopoéticos, fetais e adultas (McKinney-Freeman et al, 2009).
Apesar disso, nem todas as células expressaram fenotipicamente c-Kit durante as
nossas analises por imunofluorescéncia e nds sugerimos que estas células tenham
origem diferente, adquirindo c-Kit secundariamente ao CD41; ou que 0 gene para c-
Kit expresso durante o brotamento €, em seguida, regulado negativamente nessa

etapa do desenvolvimento, e depois produzido novamente.

Além de genes comumente encontrados nas células tronco e progenitores
hematopoéticos, alguns genes relacionados a diferenciacdo da linhagem eritroide
também foram detectados na analise molecular. O CD9 € uma molécula é expressa
em diversas células incluindo células mieloides e do estroma hematopoético, mas
sua expressao fenotipica nas células eritroides dessa fase do desenvolvimento foi
encontrada apenas na linhagem eritroide primitiva (Fraser, 2013). O Myb, por sua
vez € um fator de crescimento relacionado ao desenvolvimento hematopoético, mas
camundongos knockout para esse gene nao tém a eritropoese primitiva alterada,
sugerindo influéncia apenas na linhagem eritroide definitiva (Fraser, 2013; Soza-
Ried et al, 2010). Transcritos de ambos 0s genes estavam presentes em todas as
amostras microdissecadas. Entretanto, a maior expressdo de Cd9 associada a
presenca de transcritos das hemoglobinas embrionarias sugere que pelo menos
algumas das células imaturas CD41* microdissecadas estdo comprometidas com a
diferenciacao eritroide primitiva. A quantidade de transcritos para as hemoglobinas e
Cd9 foi maior na subpopulacdo 9SC. Curiosamente, essa populacéo celular possuiu
grande quantidade de transcritos de globina presente em eritrécitos tardios e
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definitivos. Ela também foi a subpopulacdo que expressou maior quantidade de
Runxl e outros marcadores de células hematopoéticas definitivas. Sendo assim,
acreditamos que € possivel que essas células sejam comprometidas com a
eritropoese definitiva, a qual tera fase futura importante de enucleacdo no figado

fetal.

A proteina eritropoetina age através do seu receptor, o EpoR, induzindo a
maturacdo dos eritrocitos definitivos. Uma vez que detectamos a proteina Epo em
algumas células trofoblasticas da placenta e focos eritropoéticos, procuramos
identificar se as células hematopoéticas microdissecadas poderiam responder ao
estimulo. Entretanto, apesar dos transcritos de Epo terem sido detectados nas
células microdissecadas, transcritos do seu receptor ndo estavam presentes. Outras
funcdes da Epo incluem a protecdo tecidual devido a acdo antioxidante e
antiapopotoética, acdo anti-hemorragica ao acelerar a maturagcdo de megacariécitos
para a producao de plaquetas em sinergia com a trombopoietina e também estimula
a angiogénese. Sendo assim, a Epo estaria sendo produzida e secretada pelas
células CD41* para induzir respostas em outras células que expressem EpoR.
Alternativamente, a Epo seria traduzida apenas em etapas tardias uma vez que néo
observamos expresséao fenotipica da proteina na andlise por imunofluorescéncia. O
que nos parece correto, entretanto, € que a auséncia do receptor de Epo
provavelmente é um mecanismo de protecdo das células imaturas para evitar um
comprometimento eritroide precoce. A presenca de hemoglobinas, por outro lado,
sugere que pelo menos algumas destas células estdo comprometidas com a
linhagem eritroide. Sendo assim, a aquisi¢cdo do receptor de Epo seria secundaria e
adquirida durante as etapas da diferenciacdo, quando estas células perdem a
expressao fenotipica de CD41.

As Unicas células que produzem hemoglobina sdo as células da linhagem
eritroide. A presenca de transcritos de hemoglobina nas células microdissecadas
sugere que algumas destas células possuem comprometimento com essa linhagem.
A presenca de hemoglobinas embrionarias e adultas sugere que células CD41" das
linhagens primitiva e definitiva poderiam circular ao mesmo tempo nos vasos
placentarios. A maior expressao relativa na subpopulacdo 9SC pode sugerir também
que durante a eritropoese ocorre a producdo simultdnea das cadeias embrionarias e
adultas, e que fatores do microambiente aonde estas células circulam

(provavelmente tenséo de oxigénio) determinam qual fenétipo que ird se manifestar.
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Escolhemos o gene CD71 no contexto da eritropoese, uma vez que sua
proteina € expressa em altas concentracdes nos eritroblastos primitivos e definitivos
onde tem papel fundamental na maturacao da linhagem eritroide (Fraser et al, 2007).
O CD71 é o receptor da transferrina sendo formado por uma glicoproteina de
membrana importante para a absorcéo indireta do ferro ligado a proteina transferrina
(Marsee et al, 2010). A presenca de transcritos de CD71 nas células
microdissecadas, em conjunto com outros genes comumente expressos em células
da linhagem eritroide, reforca a hipotese de que algumas das células CD41*
microdissecadas estejam comprometidas com a linhagem eritroide. Ao mesmo
tempo, o ferro € essencial para a proliferacdo celular pois participa da cadeia de
transferéncia de elétrons nas mitocéndrias e atua no sitio ativo de diversas proteinas
e enzimas, incluindo cofatores da biossintese de DNA (Pourcelot et al, 2015). Sendo
assim, a presenca de transcritos de CD71 em células que também possuem
expressao de genes da linhagem hematopoética imatura, pode indicar ainda células
imaturas com alto indice proliferativo (Chao et al, 2015). Em combina¢cdo com outros
anticorpos de células hematopoéticas, o CD71 ja foi utilizado para identificar
progenitores hematopoéticos na medula 6ssea e em corpos embrionarios em cultura
(Chao et al, 2015; Gross et al, 1997). As células hematopoéticas devem, portanto,
ajustar a quantidade de ferro requerido e cada estagio do desenvolvimento, seja
para a proliferagdo/ autorrenovacdo das células tronco ou para diferenciagdo
completa da linhagem eritroide (Pourcelot et al, 2015).

Apesar de estar presente em varios tipos celulares, foi observado que o CD71
€ expresso em maior quantidade nos precursores eritroides, aonde sdo importantes
para a sintese de hemoglobinas, e também no sinciciotrofoblasto da placenta, aonde
tem papel importante na transferéncia de ferro para o feto (Cao & Fleming, 2016).
Na placenta humana, o CD71 e a transferrina foram localizados no citotrofoblasto,
macrofagos, endotélio fetal, mas principalmente no sinciciotrofoblasto. Em
camundongos, a molécula de CD71 foi localizada nas membranas do labirinto e em
algumas células endoteliais (Bastin et al, 2006; Cao & Fleming, 2016). Em nosso
material, detectamos a molécula CD71 por imunofluorescéncia também no
espongiotrofoblasto, embora de forma menos intensa que na membrana placentaria
do labirinto e nas células eritroides circulantes. A deteccdo de transcritos de CD71
nas células CD41* microdissecadas em combinacdo com outros genes especificos

do cone ectoplacentario/espongiotrofoblasto também sugere uma origem
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embrionaria comum a essas populacdoes celulares. Enquanto algumas células
espongiotrofoblasticas de camundongos B6 expressaram CD71, o0 mesmo nao
ocorreu em camundongos Pgf’. Nesse sentido, é possivel que a auséncia de PGF
influencie negativamente a eritropoese placentéria, favorecendo a manutencdo do

estado indiferenciado das células tronco e progenitores hematopoéticos da placenta.

Assim como o CD71, transcritos de Cd9 sdo expressos em diferentes tipos
celulares incluindo eritroblastos como previamente mencionado. O produto de Cd9 é
uma proteina de membrana que pode estar associada a uma série de outras
proteinas como integrinas, imunoglobulinas ou fatores de crescimento e acredita-se
gue elas facilitem o agrupamento de complexos proteicos, aumentando a
estabilidade deles. Com isso elas podem atuar em diferentes processos bioldgicos,
embora ainda ndo se sabe seu papel nas células da placenta. Essa proteina esta
presente nas células do trofoblasto extraviloso na placenta humana (Hirano et al,
1999). Em camundongos, anticorpos detectaram a presenca de CD9 nas células
deciduais, CTG, espongiotrofoblasto e labirinto (Wynne et al, 2006). Assim como o
CD71, a presenca de transcritos de Cd9 pode indicar, além do comprometimento
com a linhagem eritroide, uma provavel origem de algumas células CD41*

microdissecadas a partir de células trofoblasticas.

Na imunofluorescéncia, observamos a transicdo epitélio-mesenquimal das
células do espongiotrofoblasto através da coexpressdo da proteina Tpbpa com as
moléculas vimentina e CD31. Diversos arranjos morfolégicos na placenta de
camundongos aos 10,5 e 11,5 dg e experimentos de enxerto do cone
ectoplacentario também nos fizeram imaginar a presenca de precursores no
espongiotrofoblasto que realizariam uma transicdo epitélio-mesenquimal-
hematopoética, formando eritrécitos e vasos sanguineos de novo na porcao distal da
placenta, cujas células endoteliais teriam potencial hemogénico. De fato,
observamos a presenca de transcritos de citoqueratina-8, Vimentina e Cd31 nas
células hematopoéticas microdissecadas. Embora ndo seja usual a presenca de
citoqueratina em células mesenquimais e hematopoéticas, a transicdo epitélio-
mesenquimal das células trofoblasticas extravilosas da placenta humana néo
envolve a diminuicdo da expressédo de citoqueratina (Davies et al, 2016). Em nosso
material, observamos raras células no interior da circulacdo fetal expressando
citoqueratina-8. Entretanto, nos parece que diferente da placenta humana, a
transicdo epitélio-mesenquimal-hematopoética das células trofoblasticas em
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camundongos envolve, de fato, alteragdes na expressao de citoqueratina, como foi
observado na imunofluorescéncia e na baixa expressao relativa de citogueratina-8
em relacdo aos marcadores mesodérmicos e endoteliais, como Vimentina, VE-
caderina e Cd31. Esses dados sugerem uma expressao vestigial de citoqueratina-8
e, talvez, um estagio de endotélio hemogénico antes da diferenciacdo

hematopoética.

Outros transcritos de células trofoblasticas foram detectados nas células
CD41* microdissecadas, incluindo os marcadores de células tronco trofoblasticas
Cdx2 e Esrrb (Cross, 2005; Gasperowicz & Natale, 2011; Latos et al, 2015). Fora da
placenta, o Cdx2 também é expresso no saco vitelinico aos 7,5 dg aonde influencia
a hematopoese primitiva e definitiva ao regular a expresséao de fatores de transcrigcao
hematopoéticos. Na auséncia de Cdx1l e Cdx2, os precursores mesodérmicos do
saco vitelinico sdo especificados, mas nao ocorre a diferenciacdo em eritroblastos
hemoglobinizados, nem de vasos sanguineos e ainda leva a uma diminuicdo na

expressao de genes importantes para a hematopoese aos 9,5 dg.

As células microdissecadas também apresentaram transcritos de Tpbpa que
sdo expressos exclusivamente por células do cone ectoplacentario e precursores
presentes no espongiotrofoblasto (Rawn & Cross, 2008). A presenca desse fator que
€ exclusivamente expresso na placenta de camundongos corrobora nossas analises
morfoldégicas de que células presentes no cone ectoplacentario persistem na
camada espongiotrofoblastica e ddo origem a pelo menos uma parte das células
hematopoéticas na placenta. Além disso, a expressao dos genes Pcdhl2 e Aldhla3
sdo descritos em algumas células do cone ectoplacentario e mais tarde nas células
glicogénicas, mas ndo em células espongiotrofoblasticas, sugerindo um precursor
hematopoético unico definido ainda na fase de cone ectoplacentario e que

permanece na zona de juncéao (Bouillot et al, 2006; Outhwaite et al, 2015).

As células hematopoéticas microdissecadas também expressam o0 gene
Geml. A presencga desse gene foi identificada por hibridizagéo in situ em clusters de
células imaturas no trofoblasto coribnico e mais tarde na camada de
sinciciotrofoblasto-Il. Acredita-se que o Gcml seja importante para a iniciar as
ramificacdes das vilosidades do labirinto (Walentin et al, 2016). E possivel que esse
gene seja importante para a formacgéo vascular realizada pelas células progenitoras

do espongiotrofoblasto na regido distal da placenta. O gene Gcm foi identificado pela
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primeira vez em células progenitoras do sistema nervoso de Drosophila, de onde
originou seu nome (glial cells missing). Desde entdo, a expressdo de Gcm em
diferentes locais sugere que ele possa ter outras funcdes, como a diferenciacao de
hemécitos em Drosophila e morfogénese do labirinto na placenta de camundongos
(Basyuk et al, 1999; Holz et al, 2003). Uma vez que a hematopoese em insetos e
camundongos € bastante conservada em nivel genético e funcional (Crozatier &
Vincent, 2011; LihuiWang et al, 2014), a expressdo de Gecml na placenta também
pode contribuir para a hematopoese local.

Nas analises morfologicas, as células que pareciam se diferenciar a partir de
trofoblasto in situ eram grandes e imunoblastoides e, por isso, acreditamos que elas
estariam contidas na amostra 8C. Entretanto, foi a subpopulacdo 9SC que
apresentou maiores quantidades relativas de transcritos de células trofoblasticas,
com excecdo da Citoqueratina-8 e Aldhla3. De forma inesperada, a subpopulacao
8C ndo apresentou transcritos detectaveis de Tpbpa, Cdx2 ou Vimentina. Ainda que
os dados morfoldgicos da placenta na metade da gestacdo e dos experimentos de
enxerto sejam bem claros quanto ao fenétipo imunoblastoide do endotélio
hemogénico e das células imaturas que sdo formadas in situ, ndo podemos excluir a
possibilidade de estas células adotarem um fendtipo diferente uma vez que entrem
na corrente sanguinea. Nesse sentido, as células derivadas do trofoblasto poderiam
estar em ambas as subpopulacdes e alguns genes ndo foram detectados na
amostra 8C por esta ser mais heterogénea. Sendo assim, € possivel que longe dos
estimulos proliferativos e eritropoéticos da regido distal onde essas células sdo
formadas, elas sejam capazes de manter o seu estado indiferenciado e migrar para
outro local anatémico, possivelmente o figado fetal, e contribuir para a hematopoese
definitiva. Entretanto, ensaios funcionais fazem-se necessarios para comprovar essa

hipotese.

Outros genes expressos em células trofoblasticas foram detectados em baixa
guantidade relativa e em apenas uma das quatro amostras analisadas. Sendo
assim, acreditamos que seria necessario aumentar o N amostral para demonstrar a
presenca destes transcritos nas células CD41* microdissecadas. Além da
identificacdo de um conjunto de genes expressos nas células trofoblasticas,
encontramos genes expressos no endotélio hemogénico, mas nenhum gene
expresso nas células mesenquimais de tecidos hematopoéticos, da alantoide ou do
coérion, como Flk1, Vcaml e Itgad respectivamente. Apesar da possibilidade de as
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células hematopoéticas terem perdido esses marcadores apdés a diferenciacao
hematopoética, acreditamos que pelo menos uma parte das células hematopoéticas
da placenta sejam formadas por um estagio intermediario de endotélio hemogénico.
Esse postulado est4d baseado ndo somente no perfil molecular, mas também nas
analises morfoldgicas e na literatura (Ottersbach & Dzierzak, 2005; Rhodes et al,
2008).

A parte de andlise génica deste estudo € limitado as células hematopoéticas
que expressam fenotipicamente CD41 e ao conjunto de genes escolhidos para o
gPCR. Entretanto, o estudo integrado usando técnicas morfologicas, de enxerto in
vivo e de analise molecular de células microdissecadas nos permitiu identificar uma
nova populagdo de células hematopoéticas que sao formadas na placenta a partir de

precursores trofoblasticos Unicos e endotélio hemogénico.
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6 CONCLUSOES

1. A placenta de diferentes linhagens de camundongo apresenta atividade
hematopoética nas idades gestacionais de 10,5 e 11,5 dg, expressa pela producéo

de células tronco hematopoéticas e diferenciacéo restrita a linhagem eritroide.

2. Células tronco hematopoéticas parecem ser formadas diretamente de
progenitores localizados na placenta, através de mecanismos distintos que parecem
ocorrer ao mesmo tempo em nichos diferentes dentro da regido de labirinto, sendo

um associado a placa coridnica e outro préximo a zona de juncao.

3. No nicho hematopoético proximo a placa coridnica, algumas células
endoteliais dos vasos mais largos do labirinto parecem se diferenciar em
progenitores hematopoéticos de forma semelhante a hematopoese definitiva descrita

na aorta dorsal e artérias umbilicais e vitelinicas.

4. No nicho hematopoético proximo a zona de juncao, clusters de células
imaturas heterogéneas sugerem ocorréncia de expansao e diferenciacdo das células
tronco e progenitores hematopoéticos na placenta, originados in situ ou oriundos de
outro sitio hematopoético.

5. O Fator de von Willebrand (VWF) expresso por células hematopoéticas no
topo da cadeia hierarquica € adquirido ainda na fase embrionaria inicial e pré-figado
fetal.

6. Ainda na regido distal da placenta murina ocorre a producao de eritrécitos
nucleados e vasculogénese, vasos estes com potencial de endotélio hemogénico,

como acontece no saco vitelinico.

7. H& transicdo epitélio-mesenquimal de células espongiotrofobléasticas da
zona de juncdo envolvidas nos processos de vasculogénese e possivelmente
também na hematopoese. Esse potencial esta presente em progenitores Tpbpa* do

cone ectoplacentario em fase anterior a sua diferenciacdo em espongiotrofoblasto.
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8. O fendtipo das células formadas pelo espongiotrofoblasto parece ser
imunoblastoide, assim como o endotélio hemogénico precursor. Estas células
podem expandir e/ou diferenciar no nicho placentério proximo a zona de juncéo e/ou

podem migrar para outros sitios hematopoéticos embrionarios.

9. Células CD41* distribuidas ao longo do labirinto da placenta murina
puderam ser subclassificadas em dois grupos, um deles de células mais isoladas e
outro de células agrupadas e mais heterogéneas, grupos estes que apresentaram
assinatura de expressao génica diferente e consistente com as vias de diferenciacao

hematopoética.
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Previous studies have shown that human and mouse placentas have hematopoietic potential during mid-
gestation. In this investigation, we used histological and immunohistological approaches to visualize
hematopoietic cells in mouse placenta between 9.5 and 12.5 days of gestation (gd), identifying their
topography and niche. Putative hematopoietic foci were present on 10.5 and 11.5 gd but not 9.5 or
12.5 gd and was restricted to the placental labyrinth. Two major niches each with distinctive hemato-
poietic cell clusters were present. One type of hematopoietic cell cluster involved the chorioallantoic
vasculature and fetal vessels near the chorionic plate. These clusters resembled the hematopoietic stem
cells produced by large embryonic arteries such as aorta that persist in postnatal marrow. The other type
of hematopoietic cell cluster identified was at the opposite side of labyrinth next to the junctional zone
and was composed of erythropoietic foci. Our results suggest that mouse placenta not only produces
hematopoietic stem/progenitor cells but also a second wave of primitive erythrocytes that may support a
rapid, mid-pregnancy, fetal growth trajectory. Our data also point to a close relationships in the origins of
hematopoietic and endothelial cells within placenta.

© 2016 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Hematopoiesis is a vital process that begins during embryonic
development. Blood cell forming activity is sequential in different
fetal organs and continues postnatally mostly in bone marrow. In
human, mouse and other mammalian embryos, hematopoietic cells
first appear in blood islands of the extra-embryonic yolk sac. Yolk
sac progenitor cells give rise to transient nucleated erythrocytes,
macrophages and megakaryocytes [1—3]. Because cells of these
initial early lineages differ from their counterparts produced later in
gestation or during adult life, this first wave of hematopoietic pro-
duction is known as primitive [4]. Blood islands are comprised of
masses of mesodermal cells known as hemangioblasts. In mice,
hemangioblasts arise from visceral yolk sac cells around 7.5 gesta-
tional days (gd) and give rise predominantly to endothelial cells and
primitive erythrocytes that mature semi-synchronously into new

* Corresponding author. Laboratory of Pathology, Oswaldo Cruz Institute/Fiocruz,
Rio de Janeiro, 21040-360, Brazil.
E-mail address: nath.portilho@hotmail.com (N. Azevedo Portilho).
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0143-4004/© 2016 Published by Elsevier Ltd.

vessels [5,6]. As development progresses, primitive erythrocytes are
gradually superseded by progeny from progenitor cells that are able
to differentiate into more complex hematopoietic cell lineages. This
second wave of hematopoiesis, called definitive hematopoiesis,
takes place within large vessels of the embryo itself (such as dorsal
aorta) and in the vitelline and umbilical arteries [7—11]. The he-
matopoietic progenitor cells from this latter wave migrate to fetal
liver where they expand and differentiate. Mouse fetal liver is
seeded by transient yolk sac vessel-derived erythro-myeloid pro-
genitor cells at 8.5 gd and then by hematopoietic stem cell (HSC)
from the large embryonic arteries about 11.5 gd. Fetal liver then
provides the inductive niche for myelopoiesis and erythropoiesis
during the second half of pregnancy. Definitive hematopoietic cells
and non-nucleated erythrocytes from the latter hematopoietic wave
appear in fetal blood by 12.5 gd and eventually replace primitive,
nucleated erythrocytes. Towards the end of gestation (after 15.5 gd),
HSCs migrate from the fetal liver to cavitating bones where they
persist in bone marrow throughout postnatal life [12—15].
Placental hematopoiesis is also reported. Morphological ana-
lyses of human placentae recently identified first trimester
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hemangioblast foci that resembled yolk sac foci of primitive
erythropoiesis. These placental foci occurred in villous mesen-
chyme beneath trophoblasts. It was postulated that developing
erythroid and endothelial cells of the placenta elongate towards the
chorionic plate to integrate with components that arose within the
embryonic circulation [16,17]. Human placenta is also believed to
contribute to definitive hematopoiesis. Cells exhibiting hemato-
poietic progenitor and HSC markers can be isolated from human
placentas by gestation week 6 and onwards [18,19]. In vitro assays
for hematopoietic colony formation showed that CD34++CD45'°%
cells isolated from chorionic villi differentiate into myeloid cells,
erythroid cells and some leucocyte lineages [19]. CD34tCD38~
human placental cells not only demonstrate multi-lineage, clono-
genic potential but also engraft and differentiate in immune defi-
cient mice, defining them as long-term HSC. Immunostaining of
first trimester human placentas suggests that early HSCs are in
close contact with vascular elements [18].

Mouse placental hematopoiesis is also documented via clono-
genic and other functional assays. Multipotent, short-term he-
matopoietic progenitors and long-term repopulating HSC were
identified at 9.0 gd and had expanded by 12 and 13 gd. These cells
were highly proliferative and more abundant than in fetal organs.
Immunohistochemistry, in situ hybridization and transgenic mice
have been useful tools for characterization of hematopoietic cells
and their niche in the mouse placenta [20—24]. Cells, including HSC,
that express hematopoietic progenitor markers such as Scal, c-KIT,
and integrin alpha 2b (CD41), are observed within chorioallantoic
mesenchyme and fetal vessels of the placental labyrinth over mid-
gestation. Some of these cells co-express endothelial markers
revealing close associations between these two lineages [22—24].
CD417 cells were identified in placental vessels of transgenic mice
prior to onset of a fetal heartbeat, suggesting that at least some
hematopoietic progenitors are intrinsic to placenta [23]. Multiple
authors suggest that vessels of the placental labyrinth generate
these multilineage progenitors and provide a suitable niche for
lineage expansion [21—24]. In contrast to human placenta, earlier,
primitive erythropoiesis has not been reported in mouse placenta.

The mouse placental labyrinth forms subsequent to fusion of the
chorion (mesothelium and extraembryonic ectoderm) and allantois
(mesoderm), that begins at 8.5 gd. Allantoic vessels undergo
branching towards chorionic folds and by 9.5 gd, the interhemal
membrane that separates fetal and maternal blood is present. Be-
tween 10.5 and 11.5 gd, the labyrinthine cell layers become func-
tionally organized and are structurally constant throughout the rest
of pregnancy [25,26]. Isolated chorion and isolated allantois have
each been shown to contain cells capable of forming myelo-
erythroid colonies in vitro, indicating intrinsic hematopoietic po-
tential of these two structures [27,28]. However, placental contri-
butions to hematopoietic ontogeny remain poorly understood. In
the present work, histological and immunohistological approaches
were successfully used to seek evidence for earlier, primitive
erythropoiesis in mouse placenta and to visualize and localize the
sites of later, definitive hematopoiesis.

2. Materials and methods
2.1. Ethics statement

Experimental animal procedures conducted in Brazil were
approved by Ethical Commission of Animal Experimentation of the
Oswaldo Cruz Foundation (CEUA, Authorization Number LW-44/13)
based on the principles of the Brazilian Society for Laboratory Animal
Science (SBCAL). Procedures conducted in Canada used protocols
approved by the Animal Care Committee, Queen's University and
complaint with Guidelines of the Canadian Council on Animal Care.

2.2. Mice

Swiss Webster mice aged 2—3 months were provided by Animal
Laboratory Center of the Oswaldo Cruz Foundation (CECAL). For
some immunofluorescence studies, C57BL/6 (B6) females pur-
chased from Charles River Canada, St. Constant, QU were mated to
B6 males with ubiquitous green fluorescent protein (GFP) trans-
gene expression that was incidental in the reported experiments.
For all studies, males and females were housed under 12 h-light/
dark cycles and received food and water ad libitum. The morning of
copulation plug detection was considered 0.5 gd. Thirty-seven
pregnant females were studied with 9.5 gd (7), 10.5 gd (20),
11.5 gd (8) and 12.5 gd (2). Mice were euthanized in the morning on
each experimental day as described below.

2.3. Sampling and histology processing

Pregnant females received a lethal intraperitoneal injection of
Ketamin-Xylazin (0.1 ml/12—15 g) (Syntec) at 9.5, 10.5, 11.5 or
12.5 gd. Each uterus was transected into implantation sites which
were placed into Carson's Millonig formalin [29] for 48 h, then
halved sagittally. Specimens were processed into paraffin using a
Shandon Citadel 2000 tissue processor (Thermo, USA) according to
standard methodology. Every implantation site in each pregnant
female was analyzed using 5 um serial sections. Every tenth section
was de-waxed, hydrated and washed in distilled water prior to
staining with Mayer's hematoxylin-eosin (H&E). Alternatively, the
implant sites were embedded in OCT compound and flash frozen in
liquid nitrogen. These samples were stored in a —80 °C freezer until
6 um sectioning using a cryostat (Leica).

Characterization of putative hematopoietic foci used immuno-
fluorescence. Paraffin sections were de-waxed, hydrated and
incubated in sodium citrate buffer (pH 6.0) prior to antigen retrieval
in a Pascal chamber (Dako, USA), according to the manufacturer's
recommendations. The slides were incubated in a humid chamber
overnight at 4 °C with primary antibodies (Table 1) or phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.4) and isotype for negative controls.
Slides were washed in PBS and incubated with secondary antibody
for 1 hat 37 °C when necessary (Table 1). Some tissue sections were
counterstained with 1:10,000 Evans Blue (Sigma, EUA) and 1:5000
DAPI (03571, Molecular Probes, USA) and mounted in ProlongGold
(P36934, Life Technologies, USA). Others were mounted in Pro-
longGold with DAPI (P36931, Life Technologies).

H&E images were analyzed in an AxioObserver Z1 microscope
(Zeiss, Germany) and documented in a digital AxioCam MRc5 or
HRC cameras (Zeiss Vision, Germany). Some sections were digitally
scanned using a VSlide imaging automation platform (Meta-
systems, Germany) mounted onto a motorized Axiolmager Z1
(Zeiss, Germany). Immunofluorescent slides were analyzed in an
LSM 510 META confocal microscope or AxioCam-equipped Zeiss M1
imager (Zeiss; Toronto, ON, Canada). Confocal set-ups including an
Ar488 laser and BP510-530 filter (AlexaFluor488/FITC), HeNe543
laser and LP560 filter (Evans Blue), and 405 diode laser and BP420-
480 filter (DAPI). The images were processed using Adobe
Photoshop.

3. Results

3.1. Temporal assessment of the placenta for hematopoietic
progenitor cells

Mouse placenta is composed of maternal and zygote-derived
cells. Bordering maternal decidua is a thin layer of zygote-
derived, parietal trophoblast giant cells (TGC). These giant cells
and the adjacent spongiotrophoblast cells form the junctional zone
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Table 1
Antibodies reagents used.

Product name Description Supplier Specificity Secondary antibody®
Anti-Scal/Ly6A/E rat monoclonal Abcam Stem cells antigen-1, a cell surface protein of HSC  —
antibody [D7] — FITC
Anti-RUNX1/AML1 antibody rabbit polyclonal ~ Abcam Transcription factor pivotal in emergence Alexa Fluor 488 — Goat anti-rabbit
of definitive hematopoietic cells
Anti-CD41 antibody — FITC rat Biolegend Transmembrane glycoprotein —
expressed by platelets,
megakaryocytes and
hematopoietic progenitors
anti-VIII-R Factor (vWf) antibody rabbit polyclonal  Cell Marque Endothelial cells Alexa Fluor 488 — Goat anti-rabbit

Anti-Vimentin antibody [EPR3776] rabbit monoclonal Abcam

Vimentin Cytoskeleton Marker
Cadherins adhesion molecules

Erythropoietin

Alexa Fluor 594 — Goat anti-rabbit
Alexa Fluor 488 — Donkey anti-goat

Alexa Fluor 488 — Donkey anti-goat

Signaling molecule involved in the maintenance of Alexa Fluor 488 — Goat anti-rabbit

iron homeostasis: absorption and iron storage.

anti-pan-cadherin (C-19) antibody goat polyclonal Santa Cruz
Biotechnology
anti-Epo antibody (N-19) goat polyclonal Santa Cruz
Biotechnology
Anti-Hepcidin-25 antibody rabbit polyclonal =~ Abcam
Arachis hypogaea lectin (PNA) — FITC — Sigma-Aldrich

Cytokeratin 8, Endo-A Rat monoclonal

Hybridoma Bank Trophoblast

Gal-B(1-3)-GalNAc -

Alexa Fluor 488 — Goat anti-rat

2 All secondary antibodies were purchased from Invitrogen except the secondary antibody Alexa Fluor 488 — Goat anti-rat that was purchased from abcam.

(Fig. 1A). The labyrinth is the innermost placental layer and site of
maternal-fetal exchange. Cords and islands of trophoblast cells
separate maternal and fetal vascular channels in the labyrinth.
Maternal blood channels are filled by non-nucleated erythrocytes
and lined by trophoblast cells not endothelium (Fig. 1B—E). At
9.5 gd, vessels from the allantoic mesenchyme invade the chorionic
plate and branch into fetal labyrinthine vessels (Supplemental
Fig. 1.A). Fetal labyrinthine vessels contain erythroblasts and
nucleated erythrocytes. In comparison to maternal erythrocytes,
fetal erythrocytes appeared larger, irregular in shape and most of
them exhibited intense cytoplasmic acidophilia due to hemoglobin
content. Fetal erythrocyte nuclei were compact with dense chro-
matin (Fig. 1B—E; Supplemental Fig. 1.A, B). Similar nucleated
erythrocytes were observed at the other gestational ages studied
suggesting these are circulating cells within fetal labyrinthine
vessels (Fig. 1C—E; Supplemental Fig. 1.C, D). Two morphologically
indistinguishable layers of syncytiotrophoblast and a thin endo-
thelium were occasionally observed bordering the fetal blood cells
(Fig. 1B—D; Supplemental Fig. 1.C), particularly by 11.5 gd (Fig. 1E;
Supplemental Fig. 1.D).

Hematopoietic activity was present only on 10.5 and 11.5 gd and
appeared to be restricted to the placental labyrinth.
Morphologically-distinctive hematopoietic cell clusters were
detected in specific regions of the labyrinth for most of the pla-
centas obtained from 10.5 gd (18/20 pregnancies) and 11.5 gd (4/8
pregnancies) as discussed in detail below. The vast number of
sections were negative for hematopoietic foci precluding making
an estimate of their frequency. For positive placentae, about four
foci were present per placenta.

3.2. Clusters of hematopoietic cells near chorionic plate of 10.5 and
11.5 gd placentas: definitive hematopoiesis?

Clusters of immature hematopoietic cells were observed in the
chorioallantoic vasculature and in labyrinthine fetal vessels near
the chorionic plate. These clusters were never observed at 9.5 or
12.5 gd. The clustered cells were all immature and similar to each
other. They were small, round-shaped, and basophilic with large
nuclei and little cytoplasm (Fig. 2A—E). Two prominent nucleoli
were usually visible (Fig. 2B). These immature cells appeared
attached to each other and to the adjacent endothelium by one or a
few cells that protruded from fetal vessels walls. Cells with similar
phenotype appeared to circulate in fetal labyrinthine vessels close

to these clusters (Fig. 2F). Staining of whole-mounted intact tissue
at 10.5 gd with antibodies to CD31 (endothelium) and CD41
(immature hematopoietic cells) revealed clusters of CD41% cells
inside a fetal labyrinthine vessel judged to be at the chorionic plate
by its wide diameter (Supplemental Fig. 2). These cell clusters were
morphologically similar to long-term repopulating hematopoietic
stem cells found at 10.5 gd in umbilical vessels and the dorsal aorta
(Supplemental Fig. 3.A,B).

3.3. Placental labyrinth near the junctional zone is a site for
erythropoiesis at 10.5 and 11.5 gd

The labyrinth close to the junctional zone of 10.5 and 11.5 gd
placentas was identified for the first time as a site of erythropoiesis.
At this location, unique clumps of tightly packed erythrocytes
differing in their stages of differentiation were found as foci (Fig. 3).
These erythropoietic foci consisted of large erythrocytes attached
to each other and to immature hematopoietic cells forming an
intricate conglomerate. Some erythropoietic foci were in close
contact with trophoblast islands at sites that appeared to lack
endothelial cells or an enclosing vessel (Fig. 3A). When these
complex erythropoietic foci were clearly inside a blood vessel, the
hematopoietic cells seemed adherent to each other and sometimes
to the adjacent wall (Fig. 3B—F).

Immature hematopoietic cells in the complex erythrocytic foci
close to the junctional zone were larger than the immature he-
matopoietic cells found in the erythroid clusters close to the chori-
onic plate (Fig. 2A—D). Immature hematopoietic cells close to the
junctional zone foci had a large, central nucleus that occupied almost
the entire cell volume. One or two strikingly prominent nucleoli were
present in these cells (Fig. 3). Similar, immature, large cells were also
loosely arranged with other erythrocytes (Fig. 4A, B). Sometimes
these cells were clearly attached to each other within vessels
(Fig. 4C), suggesting they were organized as a cluster prior to their
release into the circulation. Some immature hematopoietic cells with
two prominent nucleoli had a cytoplasmic coloration indicative of
hemoglobin and may represent erythroblast cells (Fig. 4C—E).

The mature erythrocytes found in the labyrinth close to the
junctional zone, differed in morphology from the nucleated
erythrocytes described at the chorionic plate which were smaller,
more irregular in shape and had denser chromatin staining (Fig. 1).
Although both cell types were nucleated, the 10.5 and 11.5 gd
erythrocytes near the junctional zone were larger, spherical in
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Fig. 1. Mouse placenta over mid-gestation. (A) Panoramic view of mouse placenta at 11.5 gestational days (gd). This sagittal cut showed the regions of placenta: decidua basalis
(DB), trophoblast giant cells and spongiotrophoblast forming the junctional zone (JZ) and labyrinth (LB). Major fetal blood vessels of chorionic plate (CP) are not visible in this
section. Labyrinthine regions at 9.5 gd (B), 10.5 gd (C), 11.5 gd (D) and 12.5 gd (E) showed maternal (mc) and fetal (fc) vascular channels intermingled in cords and islands of
trophoblast cells (trop). Nonnucleated erythrocytes filled maternal blood channels while nucleated erythrocytes filled fetal blood channels (arrows). Between these two circulations
there was an interhemal membrane constituted by fetal endothelial cells, syncytiotrophoblast and mononuclear trophoblast cells.

shape and had less dense chromatin staining (Fig. 4A—E;
Supplemental Fig. 1.C). The differences in nuclear arrangement
suggested the larger erythrocytes were more immature, and they
were designated intermediate erythrocytes. Numerous mitotic
figures were observed in the intermediate erythrocytes (Fig. 4D)

that sometimes appeared to lack surrounding endothelial cells
(Fig. 4D, E). PNA lectin, an endothelial cell stain, improved visuali-
zation of the discontinuous endothelium in these fetal channels
(Fig. 4F). Intermediate erythrocytes co-expressed membrane cad-
herin (Fig. 5B).
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Fig. 2. Clusters of hematopoietic cells in labyrinthine region near the chorionic plate. (A—E) Clusters of immature hematopoietic cells protruded toward the lumen of labyrinth
fetal vessels (A: into rectangle; B—D: arrows) and into the chorioallantoic vasculature (E: arrow). The immature hematopoietic cells of these clusters appeared to be attached to
each other and to the adjacent endothelium by one or few cells (A—E: arrows). The morphological details of these immature hematopoietic cells are better observed in fig. B, which
demonstrates the area limited by rectangle in fig. A at a higher magnification: round and small cells, very basophilic (arrowheads) whose nucleus was large and occupied the most
part of the cell. Sometimes, two prominent nucleoli were visible (B: arrowhead). (F) A group of free cells into fetal blood circulation had the same morphological features (ar-

rowheads). A—C, E, F: 10.5 gd. D: 11.5 gd.

The composition of the junctional zone erythropoietic foci
(immature cells plus erythrocytes at different stages of differenti-
ation) suggests in situ erythropoietic differentiation. The morpho-
logic similarities between the tightly and more loosely packed
erythropoietic foci suggest that immature hematopoietic cells
differentiate into erythroblasts in situ and then into erythrocytes
gradually entering the circulation. Cadherin was examined as a
candidate adhesion molecule for these foci. The packed erythrocyte
foci were cadherin membrane-reactive as were trophoblast cells
(Fig. 5A). Vimentin, an intermediate filament expressed by cells of
mesenchymal origin, was strongly expressed by endothelial cells in
the placental labyrinth. In some vessels close to the junctional zone,
erythrocytes within tightly packed foci were also vimentin positive
(Fig. 3F). Steps in the generation of placental erythrocytes appear to
be transient and quite similar to primitive yolk sac erythropoiesis.

Indeed, placental erythropoietic foci morphologically resemble 7
and 8 gd yolk sac blood Islands (Supplemental Fig. 4).

Immunofluorescence confirmed the immature nature of some
cells in the erythropoietic foci (Fig. 5C—E). Foci contained Scal+ or
CD41+ cells. Some cells within most foci were also reactive with
the endothelial marker von Willebrand factor (vWf) (Fig. 5F). Of
note, most labyrinthine endothelium did not express this molecule
while all endothelial cells of maternal decidua and myometrium
were VWf+. A few labyrinthine fetal vessels close to the chorionic
plate reacted with vWf+-.

The cytoplasm of some decidual cells and parietal trophoblast
giant cells (TGC) were reactive with antibodies to erythropoietin
and hepcidin-25 (a regulator of iron transport) at 10.5 gd
(Supplemental Fig. 5). The proximity of these decidual cells to the
hematopoietic foci may provide a specialized niche promoting
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Fig. 3. Erythropoietic foci in the labyrinthine region near the junctional zone. (A—E) Clumps of tightly packed erythrocytes in different stages of differentiation formed the
erythropoietic foci. In some areas, the presence of the endothelium surrounding these foci was not very distinct (cluster in A). The hematopoietic cells in such arrangements
seemed to maintain connect to each other when clearly enclosed within fetal vessels and sometimes they seemed also to be attached to the adjacent vascular wall (clusters in B—E).
The immature hematopoietic cells in erythropoietic foci were large cells whose nucleus occupied almost the entire cell and had one or two prominent nucleoli (A—E: arrow). Some
immature cells with two prominent nucleoli had a cytoplasmic coloration indicative of hemoglobin possibly representing an erythroblast cell (D: inset). A reticulated mesh was
organized in close proximity to some foci (A, C: asterisks). A large cell in mitosis is observed in B (arrowhead). The placental labyrinth expressed vimentin in all endothelial cells
(F). Some fetal erythrocytes also expressed vimentin in their cytoplasm (F: arrows). mc: maternal blood channels. A-C, E, F: 10.5 gd. D: 11.5 gd. Fluorescence microscopy: Red: Alexa

Fluor-595; blue: DAPI.

localized placental erythropoiesis. Hepcidin-25 is also expressed by
endodermal cells in yolk sac at 10.5 gd (data not shown).

3.4. Other immature hematopoietic cells are randomly distributed
in the placental labyrinth

In addition to the chorionic plate region and junctional zone
erythropoietic foci, a random pattern of occasional immature he-
matopoietic cells protruding towards vessel lumens was also
observed on 10.5 and 11.5 gd but not on 9.5 or 12.5 gd. These
diffusely spread cells protruded from narrow or cell wide areas of
attachment to adjacent endothelium or trophoblast (Fig. 6A—C).
Some of these budding cells were vWf+ (Fig. 6D); very few seemed
to be committed to the erythroid lineage due to their cytoplasmic

color after H&E and Giemsa staining (data not shown).

Inside well defined fetal labyrinthine vessels, circulating
immature cells (clusters or single cells) with peculiar nucleoli were
also seen but only on 10.5 and 11.5 gd. (Fig. 6E, F). Some of the single
cells were reactive with vWf (Supplemental Fig. 6.A—D) or for the
immature hematopoietic cell markers CD41 (Supplemental Fig. 6.E)
or Runx1 (Supplemental Fig. 6.F).

Some trophoblast cells morphologically resembled the imma-
ture hematopoietic cells because they had two prominent nucleoli
and a less basophilic cytoplasm. Areas enriched with several
trophoblast cells displaying this morphology could be found
(Fig. 6G, H) sometimes loosely attached to each other. These cells
appeared to transitioning towards a new morphology (Fig. 6H).

Other hematopoietic lineages such as myeloid, lymphoid or
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Fig. 4. Erythroid lineage cells in fetal vessels of labyrinthine placenta. Immature hematopoietic cells in loose arrangements with intermediate erythrocytes in circulation (A—C:
arrows). Sometimes a link between two cells was clear (C: arrows). Some immature cells with two prominent nucleoli had a cytoplasmic coloration indicative of hemoglobin
possibly representing an erythroblast cell (C—E: arrow). Mitotic figures were frequent in the intermediate erythrocytes (D: arrowheads). A reticulated mesh in close proximity to
these arrangements was also observed (D: asterisks). Intermediate erythrocytes filled the fetal vessels where the presence of endothelium was not very distinct (E: large arrow).
PNA lectin-stained endothelial cells in labyrinthine placenta (F). The absence of this lectin in some indicated a discontinuous endothelium (F: large arrow). mc: maternal blood
channels. A—C: 11.5 gd. D—F: 10.5 gd. Confocal microscopy: Green: FITC; red: Evans's blue; blue: DAPL

megakaryocyte cells as well as morphological evidences of
erythroid enucleation were not observed in the placenta between
9.5 and 12.5 gd. Representative fluorescence background was not
observed in the immunofluorescent data showed here
(Supplemental Fig. 7).

4. Discussion

This is the first histological report to visualize the steps of blood
cell formation in mouse placenta. We identified the simultaneous
onset of hematopoiesis in two distinct placental regions that gave
differing cell products during a very narrow window of gestation.
Using histological, immunofluorescence and whole mount staining
techniques, immature hematopoietic cells were identified in situ only
at 10.5 and 11.5 gd and only in the placental labyrinth. We confirmed
definitive hematopoietic induction at the chorionic plate where it has

been postulated that migrating allantoic mesenchymal cells
contribute [24]. In addition, support was found for a novel erythro-
poietic niche in the labyrinthine area close to the junctional zone.
Morphological evidence additionally supported close relationships
between hematopoietic and endothelial cell origins in placenta.
Multiple microenvironmental niches produce hematopoietic
cells during mammalian embryogenesis. In mouse embryos,
nucleated erythrocytes, macrophages and megakaryocytes arise
from yolk sac as early as 7.5 gd. These three cell lineages mature
quickly, differ from counterparts produced later in gestation or
during adult life and represent “primitive” yolk sac hematopoiesis.
Primitive cells are thought to meet immediate needs of the devel-
oping fetus, such as oxygen demand and tissue remodeling prior to
HSCs differentiation [5,6,30]. Primitive yolk sac erythrocytes have
been considered to be the only circulating erythroid lineage cells
until 12.5 gd, when definitive enucleated erythrocytes first appear
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Fig. 5. Inmunofluorescence characterization of cells in labyrinthine region close to junctional zone. (A, B) Tightly packed erythrocytes (asterisk) as well as trophoblast cells
(trop) expressed surface cadherin. Some erythrocytes were cadherin negative (B: arrow). The immature cells within erythropoietic foci were positive for Scal (C, D: arrow), CD41
(E: arrow) or Von Willebrand factor (vWf) (F: arrow). Some clusters of cells vwf+ were in close contact with trophoblast (F: arrowhead). Immature hematopoietic cells are better
observed in fig. D, which demonstrates the area limited by rectangle of the fig. C at a higher magnification. Differences in cell size, nuclear arrangement and in the ratio nucleus/
cytoplasm of cells Scal+ CD41" and vWf+ indicated that they represent immature cells at different stages of maturation. mc: maternal blood channels. A, B: 11.5 gd. C-F: 10.5 gd.
A-D: Confocal microscopy: Green: Alexa Fluor-488; red: Evans's blue; blue: DAPI. E—F: Fluorescence microscopy: Green: FITC (E) and Alexa Fluor-488 (F), red: Alexa Fluor 594, blue:

DAPIL

in circulation [13,15,30]. Our studies identify a new potential
erythropoietic niche in the placental labyrinth close to the junc-
tional zone in addition to yolk sac. Placental erythropoietic foci
were composed of immature hematopoietic cells attached to
nucleated erythrocytes. They lacked the intermediate erythrocytic
cell types typical of definitive hematopoiesis, appearing to mature
quickly, a characteristic of primitive erythropoiesis. The presence of
tightly and more loosely packed erythropoietic foci suggests that
immature hematopoietic cells differentiate into erythroblasts in
situ and then into erythrocytes, gradually losing adhesion molecule
expression, possibly including cadherin, and entering the circula-
tion. This configuration closely resembled yolk sac blood islands
that appear as compact mesodermal cell masses before heman-
gioblast differentiation into endothelium and circulating erythro-
blasts [5]. In contrast, in placenta, the erythropoietic foci consisted

in an intricate mass that included trophoblast islands. Additionally,
the erythrocytes in the foci and in nearby vessels were frequently
dividing compared with circulating nucleated erythrocytes in other
labyrinthine vessels. These erythrocytes were more morphologi-
cally immature than yolk sac-derived erythrocytes. Yolk sac
erythrocytes mature semi-synchronously and, at this develop-
mental stage, no longer have evident nucleoli but have diminishing
cross-sectional areas and diameters as the nucleus condenses prior
to its extrusion [30]. The less mature appearance of the placental
versus yolk sac erythroid cells and lack of a continuous endothe-
lium surrounding some placental erythropoietic foci strongly sup-
port the hypothesis that placental erythropoietic foci arise in situ
rather than by the seeding of circulating cells.

In conceptuses, definitive hematopoiesis follows primitive he-
matopoiesis and is closely associated with blood vessels [31—33]. In
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Fig. 6. Randomly distributed immature hematopoietic cells outside the two defined niches and their association with trophoblast cells in the placental labyrinth. (A—D)
Hematopoietic cells protrusions into the lumen of fetal vessels (arrow). The budding cells exhibited a thin (A) or a wide (B, C) area of adherence to the adjacent endothelium or
trophoblast. Budding cells were large, basophilic and had a large and central nucleus. Sometimes one or two prominent nucleoli were very noticeable. A cell budding into the fetal
circulation was positive for von Willebrand factor (D). Endothelium surrounding blood cells was not detectable in some areas (A, B: asterisk). Groups of immature hematopoietic
cells circulated inside fetal vessels of labyrinth (E, F: arrows). (G, H) Some trophoblast cells exhibited two prominent nucleoli (arrowhead). Some of trophoblast cells seemed to be
weakly connected and slightly more basophilic than the surrounding trophoblast cells of labyrinth (H). mc: maternal blood channels. A, F: 11.5 gd. B—E, G, H: 10.5 gd. Confocal
microscopy: Green: Alexa Fluor-488; red: Evans's blue; blue: DAPL
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NICHE 1: Erythropoiesis

: Definitive Hemato-
poiesis

DB: Decidua Basalis
JZ: Junctional Zone =

Trophoblast Giant Cells and
spongiotrophoblast

LB: Labyrinth
CP: Chorionic Plate

Fig. 7. Representation of the two potential major niches for hematopoiesis in mouse placenta at 10.5 gd. Niche one in red includes erythropoiesis in the labyrinthine region
near the junctional zone. Niche 2 in blue includes the development of hematopoietic stem/progenitor cells of definitive hematopoiesis.

mice, yolk sac vessels produce short-term myelo-erythroid cells at
8.5 gd [7,34,35]. At 10.5 and 11.5 gd, long-term HSC are formed
within large embryonic vessels such as dorsal aorta and in the vi-
telline and umbilical arteries. Blood vessels do not support prolif-
eration and differentiation of HSCs; this occurs after HSC migration
to fetal liver [7—11]. Mouse and human placentas also generate
multipotent hematopoietic stem/progenitor cells [36] and it has
been suggested that small vessels in the mouse placental labyrinth
provide a suitable niche for HSC expansion without differentiation
[23]. In our analysis, clusters morphologically similar to HSC were
only observed in the labyrinthine region close to the chorionic
plate. Since progenitors and putative HSC share surface marker
expression [37], only our detailed morphological study has
discriminated between these stages.

We observed immature hematopoietic cells randomly distrib-
uted in the placental labyrinth and protruding towards vessel lu-
mens. We suspect that some of these are the progenitor cells for the
erythropoietic foci due to their morphological similarities and
expression of vVWT. Similar cells were reported by our group in 17 gd
surrounding mouse fetal liver portal veins in clusters with mono-
cytes [13]. We suspect that the mouse placental progenitor cells
would be able, under appropriate growth factor stimulation, to
differentiate into other hematopoietic lineages. It will be important
to establish if the clusters of circulating immature cells with
peculiar nucleoli that we observed in placenta reach the fetal cir-
culation and engraft the fetal liver. Interestingly, although eryth-
ropoietic foci in placenta are similar to the primitive erythropoiesis,
EPO is required only for definitive hematopoiesis. EPO-dependent
erythropoiesis was reported in placental vasculature at and after
13.5gd in mice lacking PDGF-B signaling [38].

Two potential major niches for hematopoietic cell development
were identified in the labyrinth of 10.5 and 11.5 gd mouse pla-
centas. In addition to producing hematopoietic stem/progenitor
cells, placenta seems to produce an independent wave of primitive
erythrocytes that may support the rapid, mid-pregnancy, fetal
growth trajectory (Fig. 7). Recent studies revealed that adult mac-
rophages came from distinct precursors formed by multiple waves
of hematopoiesis during embryogenesis [39]. The overlap of he-
matopoietic waves makes fate mapping difficult but it will be
clinicallyimportant to establish whether progeny from the
placental cell lineages contribute to postnatal hematopoiesis. IHC
suggested close relationships between hematopoietic and endo-
thelial cells within placenta. vWf expression in hematopoietic cells
raises the question of whether these placental precursors differ-
entiate from hemogenic endothelium as documented for definitive
hematopoiesis. Alternatively, a bipotential precursor may give rise
to hematopoietic and endothelial cells that will generate new
vessels to join to the vascular network extending from the

chorionic plate. A similar mechanism has been proposed for human
placentas [17]. Juxtaposition and morphological similarity was also
found between immature cells of hematopoietic foci and some
trophoblast cells within the labyrinth under light microscopy. Re-
lationships between these cells at the ultrastructural level and in
their origins merits further investigation”. Others are exploring the
use of erythrocytes derived from human embryonic stem cells and
induced pluripotent stem cells for blood transfusions products [40].
Characterization of trophoblast HSC progenitor cells and the mo-
lecular mechanisms that promote their differentiation along an
erythrocytic pathway are exciting complimentary approaches for
this clinical application.
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The Transcription Factor NFIL3 Is Essential for Normal Placental and Embryonic
Development but Not for Uterine Natural Killer (UNK) Cell Differentiation in Mice'
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B. Anne Croy?

Department of Biomedical and Molecular Sciences, Queen’s University, Kingston, Ontario, Canada

ABSTRACT

Mice ablated for the gene encoding the transcription factor
Nfil3 lack peripheral natural killer (NK) cells but retain tissue-
resident NK cells, particularly in mucosal sites, including virgin
uterus. We undertook a time course histological study of
implantation sites from syngeneically (Nfil3 /") and allogeneically
(BALB/c) mated Nfil3~'~ females. We also examined implantation
sites from Rag2 /" Il2rg’~ females preconditioned by adoptive
transfer of Nfil3~~ marrow or uterine cell suspensions to identify
the Nfil3~/~ pregnancy aberrations that could be attributed to
nonlymphoid cells. Uterine NKs (UNKSs) reactive and nonreactive
with the lectin Dolichos biflorus agglutinin (DBA) differentiate,
localize, and mature within Nfil3~~ implantation sites, although
at reduced abundance. The DBA nonreactive UNK cells were
enriched following Nfil3~/~ marrow transplantation. Uterine
lumen closure, early embryonic development, and differentiation
of antimesometrial decidua were delayed in Nfil3~~ implantation
sites. Major disturbances to the decidual-trophoblast interface
that did not lead to fetal death were attributed to NFIL3
deficiency in trophoblast. At midgestation, vessels of the placental
labyrinth were enlarged, suggestive of reduced branching
morphogenesis. A major term complication in most Nfil3/~ X
Nfil3~"~ pregnancies but not Nfil3"~ X Nfil3*~ pregnancies was
dystocia. These studies highlight the differentiation potential and
functions of Nfil3~/~ UNK cell progenitors and illustrate that
much of the implantation site histopathology associated with this
strain is due to Nfil3 deletion in nonlymphoid cell lineages.

decidua, fetal growth retardation, hematopoietic cell
transplantation, spiral arterial modification, trophoblast

INTRODUCTION

In species with hemochorial placentation, development of
decidua basalis (DB) is accompanied by a leukocyte influx into
the implantation site. Between Gestation Day (GD) 5 and
midpregnancy (GD 12.5), this influx is dominated by innate
lymphoid cells currently called uterine natural killer (UNK)
cells. Mice have at least two distinct UNK cell subsets. One
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subset is identified as NKI1.1"DX5" by flow cytometry
(fluorescence-activated cell sorting) [1] or as periodic acid-
Schiff (PAS)-positive, Dolichos biflorus agglutinin (DBA)-
negative (PASTDBA™) by lectin histochemistry. These cells
resemble peripheral NK cells and are the source of interferon
gamma (IFNG), which is implicated in UNK cell-initiated
maternal spiral arterial remodeling [2, 3]. NK1.1"DX5"/
PAST™DBA~ UNK cells represent 50% of all UNK cells at
GD 6.5 but only 10% by GD 10.5 [2, 4]. Another UNK cell
population is defined as NK1.1"DX5™ by fluorescence-
activated cell sorting and as PASTDBA™ by lectin histochem-
istry [1, 5]. Transcript analyses of these cells that rapidly
become the dominant UNK cells in DB suggest this population
is strongly biased toward angiokine production (VEGF [6],
PGEF [7], and others). Adoptive transfer of normal bone marrow
into mice lacking lymphocytes differentiates only PASTDBA ™"
UNK cells. Uterine NK cells of early decidua are small,
agranular cells [4] that proliferate rapidly in DB and, after GD
8.5, in the newly developed, transient uterine wall structure
called the mesometrial lymphoid aggregate of pregnancy
(MLAp). Uterine NK cells enlarge in diameter and their
cytoplasm becomes filled with granules to GD 12.5, and then
nuclei fragment and UNK cell numbers decline gradually to
term [4, 8].

Contributions of UNK cells to pregnancy have been
deduced from studies of implantation sites in a number of
different immune-deficient mice [9-12]. Key understandin
was provided by comparisons between alymphoid Rag2 "
12rg”"~ (NK"T B"), Rag2 " 112rg”’~ engrafted by hemato-
poietic tissue from SCID or Rag2~"~ donors NK™T B™), and
normal mice (NK"T"B™). Deficient early decidual angiogen-
esis, delayed early embryonic development, and failure of
spiral arterial modification at midgestation were observed in
Rag2 " 112rg™~ implantation sites and normalized when
females were preconditioned with NK*T B~ grafts before
mating [9]. This approach, however, lacks assessment of the
isolated impact of an NK cell deficiency when contributions of
T and B cells are sustained. The first NK-cell-deficient but T-
and B-cell-competent (NK T'B™) mice were reported from
two laboratories in 2009 resulting from ablation of the gene
encoding the transcription factor nuclear factor IL3 (NFIL3
[13]; also known as E4BP4 [14]). NFIL3 is a ubiquitously
expressed basic leucine zipper transcription factor that plays
roles in circadian rhythm, ovulation, and the development of
specific immune cells [13, 15-21]. Nfil ~/~ mice have normal
numbers of T, B, and NKT cells in blood, spleen, liver, lung,
and bone marrow (BM) [14, 17] but lack NK cells in thymus,
BM, spleen, liver, and lung. These deficits are attributed to
compromised NK cell progenitors rather than to microenvi-
ronmental effects [13, 22]. Nfil3~~ mice also display altered
cytokine production in CD4" T cells, deficient immunoglob-
ulin E (IgE) production in B cells, and greatly reduced numbers
of CD8a" conventional dendritic cells in spleen and thymus
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