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ABREVIATURAS 

alI3 "alphal-inhibitor m" 

otM alfamacroglobulina 

AMF alfamacrofetoproteina 

a-PEG "pregnancy endometrial glycoprotein" 

AUP "alpha-uterine-protein" 

bFGF "basic fibroblast growth factor" 

bp par de bases 

BSA albumina bovina sérica 

ConA concanavalina A 

CSF "colony stimulating factor" 

DAP "decidualization-associated protein" 

dATP 2-desoxiadenosina 5'-trifosfato 

ddATP 2',3-didesoxiadenosina 5'-trifosfato 

dCTP 2'-desoxicitidina 5'-trifosfato 

ddCTP 2*,3'-didesoxicitidina 5'-trifosfato 

DEPC dietil pirocarbonato 

dGTP 2'-desoxiguanosina 5'-trifosfato 

ddGTP 2'3'-didesoxiguanosina 5*-trifosfato 

DMSO dimetilsulfóxido 

dNTP 2'-desoxinucleósido 5'-trifosfato 

ddNTP 2'3'-didesoxinucleósido 5'-trifosfato 

dTTP 2*-desoxitimidina 5'-trifosfato 

ddGTP 2'3'-didesoxitimidina 5-trifosfato 

EGF "epidermal growth factor" 

EP "endometrial protein" 

FGF "fibroblast growth factor" 

GM-CSF "granulocyte macrophage colony stimulating factor" 
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IGF "insulin-like growth factor" 

IGFBP "insulin-like growth factor binding protein" 

IL interleuquina 

IP "induced protein" 

INF interferon 

IPTG isopropil-P-D-tiogalactopiranosidio 

kb quilobase 

kDa quilodalton 

XHindm fago lambda digerido com a enzima de restrição HindlU 

XPvuQ. fago lambda digerido com a enzima de restrição Pvull 

LB meio de Luria-Bertani 

LIF "leukemia inhibitor factor" 

LPS lipopolissacarídeo 

MUG murinoglobulina 

NGF "nerve growth factor" 

ON durante a noite ("overnight") 

PAF "platellet activating factor" 

PAGE electroforese em gel de poliacrilamida 

PBS tampão de fosfatos ("phosphate buffer saline") 

PCR "polimerase chain reaction" 

PDGF "platellet derived growth factor" 

PEP "progestogen-dependent endometrial protein" 

PHA fitohemaglutinina A 

PMSF fenilmetil-sulfonilfluor 

PP "placental protein" 

PZP "pregnancy zone protein" 

RNAase A ribonuclease A 

RPMI meio de cultura celular 

SET solução contendo NaCl, Tris e EDTA 



ssc solução contendo NaCl e citrato de sódio 

TAE tampão de electroforese contendo Tris-acetato-EDTA 

TBE tampão de electroforese contendo Tris-borato-EDTA 

TBS tampão contendo Tris-NaCl 

TdT desoxinucleotidil terminal transferase 

TE tampão contendo Tris-EDTA 

TGF "transforming growth factor" 

TIMP "tissue inhibitor of metaloproteinases" 

TNE tampão contendo Tris-NaCl-EDTA 

TNF "tumor necrosis factor" 

VEGF "vascular endothelium growth factor" 

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indol-P-galactopiranosídeo 
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RESUMO 

A proteína associada à decidualização (DAP) é o principal produto de secreção do 

tecido decidual durante a gestação no rato. É uma a2-macroglobulina (a2M) com 

propriedades físico-químicas semelhantes à alfamacrofetoproteína (AMF), proteína de 

fase-aguda que sofre um aumento de concentração no plasma em casos de inflamação e 

dano tecidular. Esta glicoproteína no rato apresenta assim, duas origens tecidulares, uma 

hepática e uma decidual, não se sabendo se são produtos de genes muito semelhantes ou 

se são proteínas que sofreram modificações pós-tradução. Enquanto que a função da AMF 

como proteína de fase aguda foi já estudada, a função da DAP no tecido decidual não é 

ainda conhecida. Por forma a esclarecer algumas destas questões foram realizados estudos 

estruturais a nível do DNA e da cadeia oligossacarídica e estudos funcionais de modo a 

determinar as possíveis diferenças entre as duas formas de a2M. A nível do DNA 

estudamos a sequência correspondente à "bait region" da DAP, região que apresenta 

diferenças estruturais entre os vários membros da família das a2-macroglobulinas, sendo 

a restante sequência altamente conservada. Os nossos resultados demonstraram total 

homologia entre as sequências de DNA correspondentes às "bait regions" da DAP e da 

AMF. A nível da cadeia oligossacarídica verificamos a existência de uma diferença no 

conteúdo em ácido siálico sugerindo modificações pós-tradução. 

No ser humano a oc2M é uma proteína circulante, e que recentemente se descobriu 

ser também sintetizada pelo endométrio durante o ciclo menstrual, não se sabendo ainda 

se é sintetizada durante a gravidez. A ct2M é um inibidor de todas as classes de proteases 

e uma proteína que liga várias citoquinas e factores de crescimento. O ambiente uterino 

durante a gravidez é local de processos de multiplicação, diferenciação e remodelação 

celular que envolvem a acção de proteases, citoquinas e factores de crescimento. Assim, 

testámos a capacidade da a2M do rato, quer a forma decidual quer a forma hepática, ligar 

a interIeuquina-6 (IL-6), citoquina indutora da síntese de a2M pelos hepatócitos e 

existente na interface materno fetal. Estudámos ainda as possibilidade de ligação ao factor 

de crescimento tipo insulina - IGF-I, factor envolvido na proliferação e diferenciação das 

células deciduais e trofoblásticas. Os resultados demonstraram que ambas as formas de 

a2M ligavam a IL-6 e o IGF-I com a mesma intensidade, parecendo não existir diferenças 

funcionais. No entanto, enquanto que com a IL-6 não havia necessidade da presença de 
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proteases para ocorrer a ligação, com o IGF-I só se estabelecia a ligação na presença de 

tripsina durante a reacção de incubação. 

Para tentar esclarecer a relação entre a DAP e os seus ligandos e a sua função 

durante a gravidez, realizámos um estudo temporal e espacial da expressão do mRNA 

codifícante para a DAP e para os seus ligandos, o IGF-I e o IGF-II, por hibridização in 

situ. O início da expressão da DAP ocorreu no Ss dia de gravidez nas células deciduais da 

decidua lateral. Durante o resto da gravidez a expressão manteve-se na decidua 

mesometrial, sendo especialmente intensa junto às zonas onde ocorria a invasão pelo 

trofoblasto e na glândula metrial. Os tecidos placentários não apresentavam expressão. Os 

mRNAs codifícantes para os IGFs detectaram-se nos tecidos maternos na fase inicial da 

formação da decidua e na placenta sugerindo um envolvimento destes no 

desenvolvimento da placenta. A síntese destes factores na placenta ocorria em locais 

contíguos aos da expressão do mRNA codifícante para a DAP. Esta localização anatómica 

de justaposição da DAP aos seus ligandos sugere que a DAP controla a acção dos IGFs 

durante a gravidez apoiando assim os resultados obtidos nos ensaios in vitro. 

A capacidade de ligação da DAP a proteases, à IL-6 e ao IGF-I e o padrão 

temporal e espacial de expressão da DAP e seus ligandos sugere o possível envolvimento 

da DAP na regulação das interações materno-fetais e no estabelecimento da placenta. 
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ABSTRACT 

Decidualization-associated-protein (DAP) is the major secretory product of the 

mesometrial decidua in the rat. This glycoprotein is an a2-macroglobu!in, 

physicochemical and immunochemical identical to the oc2 acute-phase macroglobulin-

alphamacrofetoprotein (AMF), which rises sharply in plasma concentration in 

inflammation and tissue injury. This glycoprotein is synthesized by the liver and decidua 

and is not known if it is a product of identical genes or if it is subjected to post-

translational modifications. The function of AMF has already been studied while the 

function of DAP in the decidua is unknown. In an attempt to elucidate some of these 

aspects we performed structural studies, at the DNA level and at the oligosaccharide 

chain, and functional studies, in order to determine possible differences between the two 

forms of a2M. At the DNA level we have studied the sequence that corresponds to the 

bait region of DAP, region that varies among all the members of the a-macroglobulin 

family as the rest of the sequence is highly conserved. Our results demonstrate total 

homology between the DNA sequences corresponding to DAP and AMF bait regions. At 

the level of the oligosaccharide chain we found differences in the sialic acid content, 

suggesting post-translational modifications. 

Human ot2M is present in the circulation and recently, it has been reported to be 

synthesized by the non pregnant endometrium but it is not known its function or if it is 

produced during pregnancy. oc2M is a broad spectrum protease inhibitor that has also 

cytokine binding properties. The uterine environment during pregnancy is a local of 

multiple processes of celular multiplication, differentiation and remodelation envolving 

proteases and cytokines. Therefore, we tested the ability of liver- and decidual-derived 

cc2M in the rat to bind interleukin-6 (IL-6), cytokine that induces the synthesis of oc2M by 

the hepatocyts and exists in the materno-fetal interface. We also studied the possibility of 

binding to the insulin-like growth factor-I (IGF-I), a growth factor involved in the 

proliferation and differentiation of decidual and trophoblast cells. The results demonstrate 

that both forms of cc2M bind IL-6 and IGF-I with similar intensity, suggesting the absence 

of functional differences. However, in the case of IL-6, binding occurred even in the 
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absence of proteases while the binding of IGF-I was mainly dependent upon the 

coincubation of the protein with a protease. 

To provide an insight into the relationship between DAP and its putative ligands 

and their function during pregnancy we studied the patterns of expression of mRNA 

encoding DAP and IGFs in the rat uterus by in situ hybridization. Expression of mRNA 

encoding DAP was first detected on day 8 of pregnancy in decidual cells of the lateral 

decidua. Throughout the remainder of pregnancy, expression occured in the mesometrial 

decidua and metrial gland and was particularly strong around the ectoplacental cone and 

blood vessels that were invaded by the trophoblast. The expression for mRNAs encoding 

IGFs was detected in the initial phase of decidualization and in the placenta suggesting an 

involvement of these factors in placental development. Their synthesis in the placenta 

occured in close apposition to the locals were DAP mRNA was being synthesized. This 

anatomical apposition of DAP and its ligands suggests that DAP controls IGFs actions 

during pregnancy supporting the results obtained in vitro. 

DAP binding properties to proteases, IL-6 and IGF-I and the spatial and temporal 

patterns of expression of DAP and its ligands suggests a role for DAP in mediating fetal-

maternal interactions and the establishment of the placental structure. 
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RÉSUMÉ 

La protéine associée à la décimalisation (DAP) est le principal produit de 

sécrétion du tissu decidual du rat. Cette glycoprotéine est une a2-macroglobulin (a2M) 

possédant des propriétés physico-chimiques identiques à l'alfamacrofoetoprotéine (AMF), 

protéine de la phase-aiguë et dont la concentration augmente en cas d'inflammation et de 

lésion des tissues. De cette façon, chez le rat cette glycoprotéine présente deux origines 

tissulaires, une origine hépatique et une origine déciduale. On ne sait si ces deux origines 

correspondent a des gènes identiques ou si ce sont les résultats de modifications post-

traductionnelles. Bien que la fonction de la AMF soit connue, on ignore la fonction de la 

DAP dans le tissu decidual. Pour répondre à ces questions, nous avons étudié la structure 

du DNA et de la chaîne oligosaccharidique, ainsi que les fonctionnalités différentes des 

deux formes de a2M. Au niveau du DNA nous avons étudié la séquence correspondant à 

la "bait region" du DAP et de l'AMF, région qui présente des différences structurales entre 

les membres de la famille des a-macroglobulines, puisque le reste de la séquence est 

largement conservé. Les résultats démontrent une homologie totale entre les séquences du 

DNA correspondantes aux "bait regions" de la DAP e de l'AMF. Au niveau de la chaîne 

oligosaccharidique nous avons vérifié l'existence des differences dans le contenu en acide 

sialique ce qui suggère une modification post-traduction. 

Chez l'Homme l'a2M est une protéine circulante, récemment découverte dans 1' 

endomètre pendant le cycle mais dont 1' existence durant la grossesse et la fonction n'ont 

été précisées. L' a2M est un inhibiteur de proteases et une protéine qui se lie aux 

cytokines. L'utérus pendant la grossesse est un lieu de multiplication et de differentiation 

cellulaires. Ainsi, avons nous testé la capacité de 1' a2M du rat dans ses formes hépatique 

et déciduale pour se lier à F interleukihe-6 (IL-6), interleukine inductrice de la synthèse de 

F a2M par des hépatocytes et qui est présente dans l'interface materno-fœtal. Nous avons 

aussi testé la possibilité de liaison au facteur de croissance du type insuline (IGF-I) qui est 

important pour la proliferation et la differentiation des cellules déciduales et 

trophoblastiques. Les résultats démontrent que les deux formes se lient à IL-6 et à IGF-I 

avec la même intensité, ce qui suggère l'absence de différences fonctionnelles. 
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Cependant, alors que dans le cas de l'IL-6 la liaison a lieu malgré l'absence de proteases, il 

en va autrement dans le cas de l'IGF-I qui nécessite la présence de proteases pour se lier. 

Pour éclairer la relation entre la DAP et ses molécules de liaison durant la 

grossesse, nous avons fait une étude temporelle et spatiale des mRNAs codant pour la 

DAP et les IGFs, par la technique d'hybridation in situ. Le début de l'expression pour la 

DAP a été observée au 8e jour de gestation dans les cellules déciduales de la region 

déciduale latérale. Pendant le restant de la gestation, la localisation a été limitée a la 

région déciduale mésométriale et glande métriale, l'intensité étant élevée dans les régions 

invahies par les cellules trophoblastiques. La localisation des IGFs a été observée dans les 

tissus maternels pendant la phase initiale de formation du tissu decidual et dans le 

placenta, ce qui suggère son engagement dans le développement du placenta. La 

localisation se vérifie dans les zones tout près de celles qui expriment la DAP. Cette 

localisation anatomique de juxtaposition de la DAP aux IGFs suggère le contrôle des 

actions de ces facteurs et appui les résultats obtenus in vitro. 

Le fait que cette protéine lie les proteases et cytokines ainsi que la localisation 

anatomique de la DAP et d'IGFs suggère son rôle dans la regulation des interactions 

materno- fœtales e dans l'établissement du placenta. 
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1. Características morfológicas do útero no Rato 

O útero é um órgão composto por três camadas, o endométrio, o miométrio e uma 

serosa externa ou perimétrio. 

O miométrio corresponde à parte muscular do útero sendo constituída por uma 

camada muscular circular interna e uma longitudinal externa. O endométrio é constituído 

por um epitélio luminal que rodeia o lúmen uterino, um epitélio glandular que invagina 

para dentro do estroma e células do tecido conjuntivo do estroma tipo fíbroblásticas que 

formam a matriz para suporte das glândulas. Nos roedores, o endométrio pode ser 

dividido em dois pólos ou zonas, o mesométrio e o antimesométrio, relativamente ao 

mesentério uterino (Fig. 1). 

As células do epitélio luminal são colunares, possuem numerosas 

microvilosidades, um retículo endoplasmático e um complexo de Golgi bem 

desenvolvidos. As células epiteliais estão interligadas por complexos juncionais, que, 

provavelmente, impedem a passagem directa de materiais entre o lúmen e o estroma. As 

células do estroma são tipo fíbroblásticas, caracteristicamente fusiformes, com núcleo de 

forma irregular, possuem microvilosidades, algumas inclusões lipídicas e abundantes 

ribossomas livres. Ocasionalmente, existem contactos entre células vizinhas. 

O endométrio está sujeito à influência das hormonas esteróides (o estrogénio e a 

progesterona) produzidas no ovário . Estas hormonas fazem variar os tipos e estados de 

diferenciação das células de dia para dia, mesmo de hora para hora, no ciclo estral (ciclo 

de 4 dias) e no começo da gravidez. Na rata jovem, o ciclo é constituído por quatro fases 

que se podem distinguir pelo tipo de células presentes nos esfregaços vaginais: a fase de 

proestro, a fase de estro que corresponde ao momento da ovulação, a fase de metestro e a 

de diestro. 
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Serosa  
Musc Long - -
Musc. Cire — 
Estroma — - -
Lúmen 

_ Pólo Mesometrial 

Pólo 
Antimesometrial 

Figura 1- Esquema de um corte transversal de um útero não grávido (rato), demonstrando a localização 

anatómica do endométrio, miométrio e perimétrio. 

2. Preparação do útero para a implantação 

Na maioria dos mamíferos o endométrio está preparado para a implantação após 

cada ovulação. No entanto, o útero só permite a implantação do blastocisto se o 

endométrio já estiver preparado por acção das hormonas do ovário, o estrogénio e/ou a 

progesterona. A sequência no tempo e as concentrações destas hormonas são 

fundamentais no desenvolvimento da receptividade do útero. No rato e ratinho, para que o 

útero tenha atingido um estado de receptividade no momento em que o blastocisto está 

pronto a aderir, deverá ter sido exposto à acção da progesterona pelo menos durante 48 hs, 

devendo seguir-se uma exposição ao estrogénio. No entanto, o estrogénio não é essencial 

para a implantação e na sua ausência o útero pode ficar receptivo desde que sofra uma 

acção prolongada da progesterona (Psychoyos, 1973). 

No rato e ratinho, a sensibilização do útero para a implantação decorre no período 

de 3-4 dias após a ovulação. Durante esse período, os três principais tecidos do 

endométrio (o epitélio luminal, o epitélio glandular e o estroma) sofrem mitoses em 

tempos diferentes. Este tipo de resposta depende de uma prévia exposição à progesterona, 

por 48hs, e a uma dose de estrogénio. No dia 3, as mitoses estão restritas à zona do 
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estroma subepitelial no antimesométrio e ao mesmo tempo podem também observar-se 

mitoses no miométrio (revisão em O'Grady e Bell, 1977). No 4° dia, as células do estroma 

sofrem mitoses e atingem um máximo às 24hs após tratamento com estrogénio. Somente 

após este ciclo mitótico pode ocorrer a implantação. Tratamentos que atrasem ou 

previnam as mitoses no estroma também retardam ou impedem a implantação (Heald, 

1976). 

O tempo de máxima receptividade ocorre 24hs após a secreção do estrogénio de 

nidação e corresponde ao período de mitoses máximo no estroma periluminal. De facto, a 

receptividade ao blastocisto está limitada a um curto período (De Feo, 1967; Psychoyos, 

1973; Finn e Martin, 1974), correspondente a algumas horas entre a manhã e a tarde do 5o 

dia de gravidez, seguindo-se um período refractário que interfere com a sobrevivência do 

zigoto e bloqueia a implantação por indução de um ambiente hostil para o blastocisto 

(Psychoyos, 1973; O'Grady e Bell, 1977). 

3. Implantação 

A implantação define-se como o processo que origina a morfogénese da placenta, 

após contacto apropriado entre os tecidos blastocitários e maternos. Este processo é 

correntemente observado em espécies onde ocorre a invasão pelo trofoblasto, isto é, 

quando ocorre a degradação dos tecidos maternos, como acontece no caso da placentação 

de tipo hemocorial existente no Homem e no Rato. Logo no início da implantação o 

endométrio sofre a chamada reacção decidual ou decidualização que consiste na 

diferenciação das células do estroma do endométrio em células deciduais formando o 

tecido decidual ou decidua. Este fenómeno tem início na zona onde o blastocisto se 

implanta propagando-se posteriormente pelo endométrio. Do ponto de vista biológico, o 

principal acontecimento na implantação é a formação de um contacto íntimo entre o 

endométrio e o trofoblasto que representa a aderência de uma população antigenicamente 

estranha, o que transforma o início da gravidez num apaixonante objecto de estudo. No 

entanto, as bases moleculares que regulam este processo não estão ainda esclarecidas. 

Para que a implantação ocorra tem de existir simultâniedade cronológica entre a 
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predisposição para a invasão por parte do trofoblasto e o estado de receptividade uterina. 

Enquanto que a receptividade do endométrio é regulada pelas hormonas esteróides do 

ovário (progesterona e alterações da razão estrogénio/progesterona), a propriedade 

invasiva é adquirida pelo trofoblasto quando este atinge um determinado grau de 

diferenciação (revisão em Abrahamsohn e Zorn, 1993). 

A iniciação da implantação requer que as células trofoblásticas adiram, via 

membrana apical, à membrana apical das células epiteliais do endométrio. No Rato, a 

implantação inicia-se no antimesométrio ao 52 dia de gestação (Schlafke e Enders,1975) 

(Fig.2). O blastocisto entra em justaposição com o epitélio uterino e aumentam os 

contactos entre as microvilosidades da superfície das células trofoblásticas e da superfície 

das células epiteliais, levando à interdigitação das microvilosidades e ficando as 

superfícies das células trofoblásticas e epiteliais paralelas. É nesta fase que a continuação 

da implantação depende da secreção de estrogénio que vai actuar no endométrio já 

preparado pela progesterona. As células do epitélio luminal onde o blastocisto adere 

sofrem apoptose (Parr e col., 1987), destacando-se da sua membrana basal e 

prolongamentos das células trofoblásticas penetram entre elas, até que todo o trofoblasto 

se instala sobre a membrana basal que finalmente desaparece, não se sabendo ainda por 

que processo. O trofoblasto fica, então, em contacto com o tecido conjuntivo do 

endométrio cuja região subepitelial está agora transformada em tecido decidual. A 

invasão do trofoblasto resulta sobretudo da população de células gigantes do trofoblasto 

que penetram entre as células deciduais. O trofoblasto continua a proliferar formando o 

cone ectoplacentário. Este consiste num núcleo de células trofoblásticas que proliferam e 

que estão rodeadas por células gigantes secundárias do trofoblasto em diferenciação. São 

estas células que invadem a decidua para formar a parte fetal da placenta. 

O desenvolvimento da placenta hemocorial resulta do crescimento do cone 

ectoplacentário, diferenciação das suas células e formação de uma associação entre elas e 

células de origem alantóica. Assim, o início da implantação envolve um intercâmbio entre 

o epitélio da trofectoderme do blastocisto e o epitélio luminal do útero. Embora esta 

interacção dependa primariamente dos efeitos coordenados da progesterona e estrogénio, 

o mecanismo pelo qual este processo é regulado pelos esteróides não é ainda 

completamente conhecido. O epitélio uterino é um mediador que possui um papel chave 
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na receptividade ou não receptividade do endométrio. Se o epitélio for removido não 

ocorre a indução da reacção decidual (Lejeune e col. 1981). Por outro lado, blastocistos 

em estado de implantação invadem profundamente o hospedeiro se forem transplantados 

para locais ectópicos (Kirby 1963). Deste modo, o epitélio uterino, para além de servir 

como barreira para a penetração do trofoblasto quando em estado não-receptivo, serve 

também como transmissor entre os sistemas embrionários/maternos, emitindo sinais que 

viabilizam o início da implantação e da decidualização. 

Tendo em conta estes conceitos e conhecimentos será então importante perguntar 

quais são as bases moleculares das alterações que o epitélio uterino sofre quando entra na 

fase receptiva. 

Nas células epiteliais do endométrio em estado receptivo observa-se uma redução 

da espessura do glicocálix e a expressão de novas proteínas de superfície. Porém, pouco 

se sabe sobre a natureza das moléculas envolvidas e/ou se a adesão entre o epitélio uterino 

e o trofoblasto é mediada por moléculas de adesão ("cell adhesion molecules"-CAMs e 

"substrate adhesion molecules"-SAMs) ou outras moléculas. De facto, MacCalman e col. 

(1996) observaram que a expressão da caderina 11 aumentava à medida que as células do 

estroma sofriam decidualização. Além disso, esta molécula estava também localizada no 

trofoblasto, levando estes autores a proporem o seu envolvimento nas interacções 

trofoblasto-endométrio como âncora entre a decidua e as células trofoblásticas frenando a 

sua invasão. As mudanças no epitélio, para que o trofoblasto possa aderir ao seu pólo 

apical, são de tal modo complexas envolvendo mudanças da polaridade celular, que 

Denker (1993) propôs a ocorrência neste processo de uma completa alteração da 

expressão do fenótipo epitelial, responsável pela ausência de um pólo apical e de um pólo 

basal. Essa mudança de comportamento das células epiteliais poderia ser mediada pela 

acção das hormonas esteróides (directamente ou indirectamente através do estroma do 

endométrio). Estas mudanças são particularmente evidentes no local onde se aloja o 

blastocisto (câmara de implantação), sugerindo que sinais locais provenientes do 

blastocisto poderão ter uma acção ainda mais eficiente na resposta que os esteróides 

maternos. A natureza destes sinais constitui presentemente matéria de estudo, podendo 

certamente incluir a influência de citoquinas e factores de crescimento, embora pouco se 
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conheça sobre o mecanismo transmissor de sinais do embrião ou sobre a natureza e 

significado das respostas maternas. 

As células trofoblásticas sofrem também uma desorganização da sua polaridade 

diferenciando-se numa forma de tipo invasivo. Mas, em contraste com os tumores 

malignos, e apesar de utilizarem mecanismos invasivos muito semelhantes aos das células 

tumorais com erosão das membranas basais por serino e metaloproteases, as células 

invasoras do trofoblasto são estritamente controladas na sua invasão in situ dos tecidos 

maternos. Na gravidez é fundamental a penetração da membrana basal do epitélio uterino 

pelas células trofoblásticas para a implantação e a invasão dos vasos sanguíneos que 

permitem o estabelecimento das trocas materno-fetais. Uma invasão estritamente 

controlada é decisiva para o sucesso de uma gravidez, já que uma fraca invasão resultará 

em trocas materno-fetais inadequadas, enquanto que uma invasão excessiva resulta numa 

destruição patológica do útero como acontece no desenvolvimento do coriocarcinoma, a 

forma maligna do trofoblasto. Bell (1983) sugeriu que o controlo da invasão trofoblástica 

seria mediado pelo tecido decidual, que se forma em resposta à implantação. Mais tarde, 

Lala e Graham (1990) sugeriram que o factor transformador de crescimento 

("transforming growth factor (31-TGFpi) e o inibidor de metaloproteases ("tissue inhibitor 

of metaloproteinases"-TIMP), produzidos pela decidua, seriam os responsáveis por esse 

controlo. 

A expressão neste período de diversos factores de crescimento e seus receptores 

no útero e/ou embrião sugere que os mesmos podem influenciar o ambiente uterino e/ou 

embrionário e funcionarem de modo autócrino/parácrino. Seria, então, de toda a 

importância analisar a expressão temporal e espacial dos factores de crescimento e dos 

seus receptores para melhor entender o papel do sinal ligando-receptor na implantação. 

A implantação do blastocisto provoca no endométrio um tipo de resposta muito 

semelhante à resposta obtida num processo inflamatório. Esta resposta inclui a produção 

de prostaglandinas, a dilatação e aumento de permeabilidade capilar, a exsudação de 

plasma e a infiltração de vários tipos de leucócitos. No ratinho, por exemplo, é visível a 

acumulação de polimorfonucleares no estroma do endométrio adjacente ao local de 

implantação do blastocisto. Como noutros processos inflamatórios, a acumulação de 

leucócitos nas áreas de implantação envolve uma série de complexas interacções entre os 
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diversos tipos de células, assim como a produção de várias citoquinas. Por outro lado, as 

várias células do endométrio produzem numerosas citoquinas, como o factor inibidor 

leucémico ("leukemia inhibitor factor"-LIF), o factor estimulante da formação de colónias 

("colony-stimulating factor 1"- CSF-1), o factor de necrose tumoral-a ("tumor necrosis 

factor"-TNFa), a interleuquina-6 (EL-6) e a interleuquina-1 (IL-1) que foram considerados 

como importantes para a implantação do blastocisto (Stewart, 1994; Pollard e col., 1991; 

Simon e col., 1994; Todt e col., 1996). Destes o TNFa, a IL-6 e a IL-1 parecem ser 

essenciais nos locais de inflamação dado que a sua síntese ocorre em cascata: o TNFa é 

secretado em primeiro lugar, seguido da IL-1 e da DL-6. O TNFa e a IL-1 estimulam a 

produção de IL-6 e esta, por seu lado, inibe a secreção de TNFa e IL-1 tendo assim um 

papel importante no controle da resposta inflamatória (Akira e col., 1990; Chrousos, 

1995). A IL-1 e o TNF-a induzem a síntese de moléculas de adesão, a síntese de 

prostaglandina E2 e provocam edema. A IL-1, a IL-6 e o TNFa modelam a proliferação 

celular. No útero de ratinho a bioactividade da EL-1 aparece muito aumentada entre o 4e e 

o 5e dia, isto é, durante o período de implantação (De e col., 1993). Este aumento de 

bioactividade é paralelo ao aumento da produção de prostaglandinas durante este período. 

Por outro lado, as células do estroma do endométrio humano demonstram um aumento de 

produção de prostaglandinas quando estimuladas com IL-1 (Semer e col., 1991). 

No rato e ratinho uma das primeiras mudanças observadas no estroma após 

implantação é um grande aumento na permeabilidade vascular (Psychoyos, 1960; Finn e 

MacLaren, 1967), que pode ser nitidamente observado após a administração intravenosa 

de corantes de elevado peso molecular como o azul de pontamina (Psychoyos, 1960). O 

aumento de permeabilidade capilar é rapidamente seguido pelo desenvolvimento de 

edema no estroma, sob o blastocisto, na área onde se encontram altos índices mitóticos 

(Finn 1977). As modificações da permeabilidade nos vasos sanguíneos e consequente 

edema do estroma precedem todos os eventos que levam ao completo desenvolvimento do 

tecido decidual. 
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4. Decidualização 

A decidualização é uma resposta do útero ao embrião ou a determinados estímulos 

artificiais que ocorre em várias espécies, embora a extensão da reacção de decidualização 

seja variável. Este fenómeno induz modificações morfológicas que resultam na 

transformação das células do estroma do endométrio em células deciduais, originando a 

formação do tecido decidual ou decidua. Na maioria dos animais, a resposta é dependente 

da presença do blastocisto e na mulher a decidualização é também observada na fase 

secretora do ciclo. A reacção decidual pode também ser induzida artificialmente em 

resposta a um estímulo como o óleo ou trauma (De Feo 1967), chamando-se neste caso 

deciduoma ao novo tecido. As alterações morfológicas observadas são aparentemente 

idênticas, sugerindo que o embrião por si só não exerce uma influência específica. 

Assim, a decidualização em roedores tem características importantes: 1 ) as células 

do estroma do endométrio têm de estar adequadamente preparadas, isto é, terem sofrido a 

influência das hormonas esteróides; 2) ocorre somente à volta dos embriões em 

implantação, deixando sem modificações as regiões de endométrio entre os embriões; 3) 

pode ser induzida artificialmente na ausência de embrião, resultando na formação de um 

tecido, o deciduoma, muito similar à verdadeira decidua; 4) existe um intervalo de tempo 

muito definido no qual a decidualização pode ser induzida em animais grávidos ou 

pseudográvidos; 5) resulta na morfogénese de um novo tecido, o tecido decidual. 

As razões que levam a que células tipo fibroblásticas do estroma iniciem um 

processo de diferenciação em células deciduais ainda não está perfeitamente esclarecido. 

Sabe-se no entanto que este fenómeno é essencial para um normal desenvolvimento e 

função da unidade fetoplacentária nas espécies que apresentam placentação do tipo 

hemocorial. 

Em ratos pseudográvidos e ovariectomizados, mantidos em certos regimes 

hormonais, diversos estímulos, como a injecção intraluminal de óleo ou a raspagem com 

uma agulha (De Feo, 1967), resultam na formação de um deciduoma. No entanto, a 

sequência de eventos que se seguem após admnistração de um estímulo no lúmen uterino 

ainda não é totalmente conhecida. O facto de substâncias como o óleo e polissacarídeos 

poderem induzir a decidualização quando injectados no lúmen uterino, sugere que estes 
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compostos actuam inicialmente na face apical do epitélio (De Feo 1967). Pensa-se que o 

epitélio uterino actua como transdutor do estímulo, dado que não foi possível induzir a 

decidualização em úteros de ratos que sofreram remoção dos epitélios (Lejeune e col. 

1981). 

Embora sem sucesso, foram já realizadas várias experiências em que se 

injectavam substâncias no lúmen uterino na tentativa de se identificar o mediador indutor 

da decidualização. Contudo, a hipótese mais provável aponta para a existência de uma 

sequência de eventos que envolve diferentes mediadores. Neste sentido, verificou-se que a 

resposta a um estímulo traumático envolve elementos de resposta inflamatória, 

proliferação celular, aumento de permeabilidade vascular e síntese de moléculas como as 

prostaglandinas e histamina, o que sugere que estes elementos poderão representar alguns 

dos mediadores envolvidos na decidualização causada por estímulos não-traumáticos e 

blastocisto. De facto, vários autores ligaram as prostaglandinas ao processo de 

decidualização. A admnistração local de prostaglandinas, a ratos tratados com estrogénio 

e progesterona, estimulava a decidualização, enquanto que a administração de 

indometacina, um inibidor da síntese de prostaglandinas, impedia a decidualização 

(Kennedy e Lukash, 1982). Parr e col. (1988) observaram, por imunocitoquímica no útero 

de rato, que a enzima prostaglandin sintetase que converte o ácido araquidónico em 

prostaglandin H2, apresentava uma expressão intensa no epitélio do útero nos dias 4 e 5 

de gravidez. As células do estroma subepiteliais também apresentavam marcação, mas as 

situadas mais profundamente no estroma, só apresentavam sinais no 6 2 dia. Estes 

resultados realçam a importância do epitélio luminal no desencadear da reacção decidual 

e podem, ainda, apontar para um mecanismo parácrino de indução decidual, em que as 

primeiras células a decidualizarem (na zona decidual primária) actuam sobre as de 

localização mais periférica. A observação de que no útero humano as células do epitélio 

glandular secretam quantidades significativamente maiores de prostaglandinas que as do 

estroma sugere uma interacção de tipo parácrino entre estes dois tipos de células. De 

facto, in vitro, as prostaglandinas exercem uma acção importante na diferenciação das 

células do estroma do endométrio humano em células deciduais (Frank e col., 1994). 

O factor activador das plaquetas ("platellet activating factor"-PAF) foi apontado 

como estando envolvido na implantação e decidualização. Uma injecção uterina de PAF 
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provoca a indução da decidualização. No entanto, a administração de indometacina 

demonstra que os efeitos do PAF são, de facto, mediados pelas prostaglandinas, já que o 

PAF provoca um aumento da síntese destas moléculas. No entanto, uma interacção 

parácrína entre o PAF e as prostaglandinas poderá ser importante na regulação da reacção 

decidual, mas não como estímulo inicial para a decidualização (revisão em Harper 1989). 

Por outro lado, Bany e Kennedy (1995) verificaram que a IL-la e o factor de crescimento 

epidérmico ("epidermal growth factor"-EGF) estimulavam a produção de prostaglandinas 

pelas células deciduals. Assim, a IL-la que é secretada pelo epitélio uterino poderá actuar 

de modo autócrino e parácrino regulando a produção de prostaglandinas. No entanto, o 

papel dos factores de crescimento durante a decidualização é um campo onde toda a 

informação é muito recente, não se sabendo exactamente de que forma estas moléculas 

actuam na indução e manutenção da decidualização e no desenvolvimento do embrião. 

5. Aspectos morfológicos da decidua e placenta 

A decidua do rato não é uma estrutura homogénea mas um órgão complexo e 

diferenciado. Em resposta a um estímulo decidual, no rato e ratinho, as células do estroma 

uterino diferenciam-se em células deciduais, formando as regiões deciduais do 

antimesométrio e do mesométrio, com características celulares e temporais próprias. 

Durante a decidualização surgem três tipos de células: as células deciduais do 

antimesométrio, as células deciduais do mesométrio e as células granulares da glândula 

metrial (De Feo, 1967). 

Welsh e Enders em 1985, descreveram várias regiões de transformação decidual 

no 10- dia de gravidez, dia em que a decidualização atinge o seu nível máximo de 

complexicidade e diferenciação: a decidua antimesometrial, a decidua mesometrial, a 

decidua lateral (região de células ricas em glicogénio) e a região do estroma 

indiferenciado. O desenvolvimento destas três regiões ocorre sequencialmente e está 

relacionado com as fases de desenvolvimento das populações trofoblásticas (Fig. 3). 

A implantação do blastocisto ocorre no antimesométrio no 5e dia de gravidez. As 

primeiras células a sofrerem diferenciação são os fibroblastos do estroma do 
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antimesométrio subepitelial à volta do blastocisto, onde já tinham ocorrido divisões. Dá-

se assim origem às células deciduais do antimesométrio da zona decidual primária, 

células grandes, redondas, basófilas, multinucleadas e de nucléolos proeminentes. 

Subsequentemente, o estroma mais interno divide-se e decidualiza em células deciduais 

do antimesométrio (O'Grady e Bell, 1977). Esta zona fica rodeada por uma região de 

células deciduais maduras às quais se seguem as células mais afastadas do embrião que 

têm uma morfologia intermédia entre células deciduais e fibroblastos e que se chamam 

células pré-deciduais. Estas, por sua vez, são rodeadas de uma camada de fibroblastos 

adjacentes ao miométrio, que não se diferenciam (Welsh e Enders, 1985). Esta região do 

estroma não decidualizado está separada das células pré-deciduais por uma camada muito 

compacta de fibroblastos, a chamada cápsula fibrinóide (Bulmer e Dickson, 1961) ou 

cápsula (Welsh e Enders, 1985). Usando timidina tritiada, Kleinfeld e 0'Shea (1983) 

mostraram que estas células sobreviviam à involução da decidua e realizavam a 

repopulação do endométrio após o parto. No 9- dia de gestação, a decidualização já 

atingiu as regiões junto à camada muscular circular. No 1 Ie dia a decidua antimesometrial 

já regrediu para formar a decidua capsular enquanto que a decidua mesometrial está em 

expansão. 

A decidualização no mesométrio ocorre mais lentamente. Um ou dois dias após a 

diferenciação das células do antimesométrio, as células deciduais do mesométrio (de 

aspecto estrelado, com prolongamentos citoplasmáticos e mononucleadas) surgem por 

diferenciação de células do estroma mesometrial. Inicialmente localizam-se na região 

central do mesométrio onde formam o cone decidual (Welsh e Enders, 1985). As 

primeiras células a sofrerem diferenciação são as situadas junto ao epitélio na cripta de 

implantação, seguindo-se a decidualização em sentido centrífugo até ao miométrio. A 

cápsula fibrinóide existente na região do antimesométrio, não se estende ao mesométrio 

(Welsh e Enders, 1985), embora se encontre uma camada de fibroblastos do estroma não 

decidualizado, desde o antimesométrio até ao mesométrio junto à camada muscular 

circular. 

Na zona do endométrio, entre a decidua mesometrial e a antimesometrial, 

encontra-se a decidua lateral que contém a região das células ricas em glicogénio descrita 
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por Stewart e Peel (1978). Tridimensionalmente esta região tem a forma de um funil sem 

tubo, centrada à volta do embrião e direccionada para o miométrio. Para além do seu 

conteúdo em glicogénio, estas células possuem muitas organelas e complexos de união, 

como desmossomas e junções de hiato (Welsh e Enders, 1985). Esta região possui um 

abundante labirinto de vasos sanguíneos, os sinusóides laterais, com células endoteliais de 

núcleo saliente, resultantes da proliferação das células endoteliais e que estão em íntimo 

contacto com as células deciduais. Devido à presença destes vasos sanguíneos, as células 

deciduals estão em arranjos de cordões com a espessura de uma ou duas células. Do 9- dia 

ao 125 dia o cone decidual surge progressivamente mais pequeno, devido ao alargamento 

dos vasos sanguíneos adjacentes a esta zona e ao cone ectoplacentário que é constituído 

por células trofoblásticas que invadem a zona central da decidua mesometrial. 

As células deciduais sofrem morte celular programada. Como já referido, elas 

multiplicam-se e diferenciam-se na periferia do local de implantação e depois morrem no 

centro, fornecendo assim um aumento progressivo de espaço para o desenvolvimento do 

feto. Deste modo, a decidualização envolve uma sequência espacial e temporalmente 

coordenada de acontecimentos com diferenciação de diversos tipos celulares (Bell, 1983). 

Após o 12e dia, enquanto que a decidua mesometrial regride para formar a decidua 

basal e o cone ectoplacentário se desenvolve originando a placenta hemocorial, surge um 

terceiro tipo de população celular no triângulo mesometrial, área compreendida entre as 

camadas musculares interna e externa no local de ligação ao mesentério e que 

posteriormente se vai diferenciar em glândula metrial. Essa população é composta por 

células pequenas e grandes designadas por células granulares da glândula metrial (CGM). 

No rato e ratinho as CGM também se encontram na decidua mesometrial central após a 

decidualização e são raras no útero virgem e antes da implantação. No hamster e na 

mulher, não existe a glândula metrial mas existem os análogos destas células, as células K 

e os granulócitos respectivamente (Pijnenborg e col., 1974; Mincheva-Nilsson e col., 

1992). As CGM parecem resultar da diferenciação de uma célula percursora da linha 

linfóide com origem na medula óssea (Stewart e Peei, 1978). A principal característica 

morfológica é a presença de numerosos grânulos citoplasmáticos que aumentam em 

número e tamanho durante o decurso da gravidez até cerca do dia 14. No período mediano 

de gestação (dias 10-12) as CGM estão em rápida divisão. Numa fase mais tardia da 
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gestação as figuras mitóticas tornam-se raras e as CGM mostram sinais de degeneração. 

Nos dias 15 e 16 iniciam-se alterações degenerativas a nível citoplasmático e nuclear, não 

reversíveis, culminando com o aumento de tamanho celular e ruptura. Perto do parto as 

CGM desaparecem do útero. Delgado e col. (1996) demonstraram que as CGM morrem in 

situ por apoptose. A libertação dos seus grânulos poderá proporcionar uma solubilização 

localizada da matriz extracelular, facto importante na preparação para a separação da 

placenta e para o nascimento (Delgado e col., 1996). Assim, a célula progenitora das 

GMG maduras tem capacidade de resposta aos estímulos da gravidez sofrendo divisões, 

diferenciação e maturação num outro tipo de célula que contém grânulos, que não se 

divide e que posteriormente morre por apoptose. 

No entanto, pouco se sabe quanto à origem e função das células granulares da 

glândula metrial. Os seus grânulos citoplasmáticos contêm serino-esterases e perforina 

(Pair e col, 1990), proteínas citolíticas que são encontradas nos linfócitos T citotóxicos. 

Por isso, uma das funções que lhes é atribuída é a citotoxicidade mediada pela perforina 

contra células na interface materno-fetal, de modo a restringir a invasão do trofoblasto e a 

impedir a sua penetração na parede uterina (Parr e col., 1990). Contudo, Stallmach e col. 

(1995a) utilizando ratos deficientes em perforina verificaram que a falta de perforina nas 

CGM não alterava o decurso da gravidez. Outros estudos demonstraram que as CGM 

expressam marcadores de superfície encontrados nas células NK sugerindo uma relação 

com a linha NK (Parr e col., 1990). A confirmação de que as CGM são uma população 

NK foi obtida por Guimond e col. (1996) depois de utlizarem ratos transgénicos para 

várias linhas do sistema linfohematopoiético. As CGM produzem citoquinas entre as 

quais o CSF-1, o LIF e a IL-1 (Croy e col., 1991). Estas citoquinas são importantes para a 

manutenção da viabilidade celular e regulação da diferenciação. Receptores para estas 

citoquinas foram já encontrados no trofoblasto, sugerindo assim que poderão existir 

interacções não líticas entre as CGM e o trofoblasto. De facto, parece existir uma relação 

entre o desenvolvimento das CGM e o trofoblasto. Os seus precursores aparecem após a 

implantação e diferenciam-se durante o desenvolvimento da placenta. No entanto, Sobis e 

col. (1996) demonstraram que a presença do trofoblasto parece não ser necessária ou 

suficiente para atrair e activar as CGM, dado que o crescimento ectópico do trofoblasto 

não conduz ao recrutamento de CGM, o que indica que as células trofoblásticas ou 
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factores secretados por elas não são activadores das CGM. Esta última situação só se 

verificou quando o trofoblasto foi injectado no útero, o que conduziu ao aparecimento da 

decidua e das CGM. A presença da decidua parece assim ser necessária para a 

diferenciação das CGM. 

O desenvolvimento da placenta hemocorial resulta do crescimento do cone 

ectoplacentário e da associação das suas células com células de origem alantóica. As 

células da trofectoderme do blastocisto transformam-se em células gigantes do trofoblasto 

por volta do 5 - -6 - dia. Durante o crescimento do cone, células da periferia destacam-se 

formando as células gigantes do trofoblasto secundárias enquanto as outras células na 

região central dão origem aos outros componentes trofoblásticos da placenta (Hoffman e 

Wooding, 1993). As células gigantes do trofoblasto têm propriedades fagocíticas e 

invasivas produzindo enzimas proteolíticas. Estas células invadem a decidua e migram 

para os vasos maternos ocupando o lugar das células endoteliais (Welsh e Enders, 1987). 

Após ruptura dos vasos maternos, o sangue pode mover-se para os espaços entre as células 

gigantes trofoblásticas. Assim, a partir do 8- dia o cone ectoplacentário aparece com 

lacunas vasculares maternas sem endotélio, sendo externamente limitado por uma camada 

de células gigantes. No IO2 dia, em relação com a parte superficial do cone 

ectoplacentário surge a mesoderme corioalantoica. Esta mesoderme é muito angioblástica 

diferenciando-se em mesenquima fetal e canais vasculares possuindo endotélio. A 

mesoderme estende-se profundamente por todo o trofoblasto do cone ectoplacentário 

onde já existem os canais vasculares maternos, formando assim o início do labirinto, a 

zona de vascularização materno/fetal (Davies e Glasser, 1968). Assim, quando a placenta 

está formada existem duas regiões características, o labirinto e a zona basal. A zona basal 

inclui uma camada de células gigantes intimamente associadas com os canais vasculares 

maternos que vão e vêm do labirinto e onde não existem vasos fetais. 

Do 142 ao 162 dia ocorre uma rápida diferenciação da zona basal e do labirinto e 

uma regressão da decidua. A partir do 14- dia a zona basal aparece constituída por três 

tipos de células: células trofoblásticas basófilas, células gigantes do trofoblasto e células 

glicogénicas (Davies e Glasser, 1968). As últimas são assim chamadas porque acumulam 

glicogénio no seu citoplasma e que por isso aparecem vacuolizadas nas colorações de 

rotina, formando grupos de ilhas característicos na zona basal. As células gigantes 
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ocupam a zona basal adjacente à decidua basal onde formam uma ou mais camadas 

intimamente associadas com os canais vasculares maternos. O sangue materno circula na 

zona basal em contacto directo quer com as células gigantes quer com as células 

citotrofoblásticas basófilas. No dia 16 pode reconhecer-se a organização trilaminar do 

trofoblasto que reveste os septos de mesenquima do labirinto. A Ia camada é constituída 

por um citoplasma alongado e basófilo e está em contacto directo com o sangue materno, 

a 2a é intermediária e a 3a está em contacto com o mesenquima fetal. Os septos de 

mesenquima fetal são neste dia muito vascularizados por vasos fetais. 

Com o avançar da gravidez há um aumento de tamanho da área do labirinto e da 

zona basal, mas sobretudo do labirinto. De facto, o aumento de tamanho do labirinto 

contribui para o aumento de tamanho da placenta atingindo um máximo perto do final da 

gravidez (Davies e Glasser, 1968). A medida que a placenta vai crescendo a decidua basal 

vai atrofiando. Depois do 142 dia, a decidua basal está reduzida a uma estreita faixa junto 

à zona basal. 

6. Citoquinas e factores de crescimento na decidualização 

As citoquinas e factores de crescimento parecem ter um papel na rápida 

reorganização celular, que ocorre no útero durante o início da gravidez, na diferenciação 

das células deciduais e da glândula metrial, no desenvolvimento da placenta e nas 

alterações vasculares que acompanham estes processos. Foram já identificados muitos 

factores de crescimento no útero e fluidos uterinos e, em alguns casos, a sua síntese 

parece ser regulada por hormonas esteróides. Os factores de crescimento poderão afectar 

processos de proliferação nas células do útero (como na angiogénese e vascularização), 

que podem ser importantes para a implantação e decidualização. As diferentes expressões 

temporais de certas citoquinas e factores de crescimento sugerem a sua influência tanto 

em diferentes estádios do crescimento embrionário como na invasão trofoblástica durante 

a formação da placenta. Por outro lado, os factores de crescimento produzidos pelo útero 

podem desempenhar um papel na regulação do crescimento do embrião por via parácrina. 

A secreção de factores para o lúmen uterino, permite a sua ligação a receptores celulares 
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específicos estimulando a síntese de DNA e a divisão das células do embrião em 

crescimento. 

As citoquinas podem ser sintetizadas no epitélio uterino, glândula metrial, estroma 

e decidua. No entanto, é difícil de determinar se as suas actividades têm origem nas 

populações celulares residentes ou nas populações transitórias de células hematopoiéticas. 

De facto, o útero contém uma grande população de leucócitos cuja distribuição responde 

às mudanças hormonais que ocorrem no ambiente uterino. Os macrófagos e os 

granulócitos têm capacidade de sintetizar citoquinas, prostaglandinas e enzimas, de modo 

específico e de acordo com o microambiente. Estas propriedades fazem com que estas 

células sejam elos importantes no desenvolvimento de uma rede de citoquinas que ligam 

as células do útero a participantes activos nos processos de remodelação na reprodução. 

As células epiteliais do endométrio parecem ter um papel importante na 

remodelação tecidular, tal como um epitélio da pele ou das vias respiratórias numa 

resposta inflamatória. De facto, após a cópula existem factores no líquido seminal que 

desencadeiam uma cascata inflamatória no endométrio, sendo por isso crítico, nas fases 

iniciais da gravidez, a presença de citoquinas no estabelecimento de um ambiente uterino 

favorável à implantação e desenvolvimento da placenta. 

O epitélio uterino é a barreira que define a fronteira entre a cavidade uterina e o 

meio materno. Tanto os embriões em fase de implantação como o trofoblasto expressam 

receptores para as citoquinas e/ou exibem in vitro respostas biológicas a citoquinas 

derivadas das células epiteliais. Este facto, apoia a hipótese de que o epitélio poderá ser a 

fonte primária de reguladores parácrinos no início do desenvolvimento embrionário e 

placentário (Pollard, 1991; Pampfer e col., 1991). O epitélio como está na interface entre 

o lúmen uterino e o estroma do endométrio possui a localização ideal para proporcionar 

sinais regulatórios locais ao embrião em desenvolvimento e às células do estroma que 

sofrem diferenciação e reorganização durante a decidualização. No ratinho, o epitélio 

uterino na gravidez sintetiza o CSF-1 (Daiter e Pollard, 1992), o TNF-oc (Yelavarthi e col., 

1991), o factor transformador do crescimento pi ("transforming growth factor"-TGFp 1, 

Tamada e col., 1990), o factor estimulador de colónias de granulócitos e macrófagos 

("granulocyte macrophage colony stimulating factor"-GM-CSF), a IL-6 (Roberston e col., 

1992), e o LIF (Bhatt e col., 1991). A síntese de diferentes citoquinas pelas células 
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epiteliais, em tempos diferentes, parece indicar a existência de mecanismos específicos 

que controlam a sua expressão. As hormonas esteróides regulam a proliferação e a função 

das células do epitélio uterino bem como a secreção dos factores de crescimento como o 

factor de crescimento epidérmico ("epidermal growth factor"-EGF), (Huet-Hudson e col., 

1990), o factor de crescimento tipo insulina ("insulin-like growth factor I"-IGF-I) (Kapur e 

col., 1992), o factor transformador de crescimento a ("transforming growth factor a"-

TGFa) (Tamada e col., 1991) e provavelmente de CSF-1, GM-CSF e LIF. Por outro lado, 

o interferon-y (IFN-y) inibe a síntese de GM-CSF pelas células epiteliais. Isto sugere que 

vários factores, incluindo os de origem linfocitária, podem influenciar o tipo e tempo de 

secreção de citoquinas por estas células sendo todo o sistema muito complexo. 

Para além das células epiteliais existem outros locais de síntese de citoquinas e 

factores de crescimento como a decidua e a glândula metrial. A glândula metrial é uma 

importante fonte de LIF, CSF-1 e IL-1 (Croy e col., 1991). A decidua sintetiza CSF-1, H-

6, IL-1, TGF-pi e TGF-|32 (Pollard, 1991; Kauma e col., 1990). Os TGF-ps são moléculas 

com propriedades imunosupressoras e inibitórias do crescimento, têm a capacidade de 

induzir a diferenciação das formas invasivas do trofoblasto em formas não invasivas 

(Graham e col., 1992). Para além disso, induzem a produção de inibidores de 

metaloproteases (TIMP) podendo, assim, controlar a invasão do trofoblasto regulando as 

proteases e seus inibidores (Giudice, 1994). As células deciduais produzem ainda GM-

CSF, TGF-oc (Bonvissuto e col., 1992; Lysiak e col., 1993) e TNF-a (Yelavarthi e col. 

1991). Estes factores podem actuar sobre as células deciduais (como um controlo 

autócrino) ou sobre o embrião. O TGF-a estimula o crescimento das células 

trofoblásticas, enquanto o TNF-a tal como o GM-CSF parece ter um papel na inibição da 

sua proliferação, limitando assim a invasão uterina (Yelavarthi e col, 1991; Todt e col., 

1996) . O TNF-a sofre um aumento da sua concentração no plasma e no líquido 

amniótico em casos de pré-eclampsia (Kupferminc e col., 1994) e no plasma em casos de 

atraso de crescimento intra-uterino (Heyborne e col., 1992), situações que traduzem 

alterações na função placentária. Por outro lado, as citoquinas e os factores de 

crescimento são capazes de modular a diferenciação (decidualização) das células do 

estroma in vitro. O factor de crescimento fíbroblástico ("basic fibroblast growth factor"-

bFGF) e o factor de crescimento plaquetário ("platellet derived growth factor"-PDGF) 
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estimulam a proliferação das células do estroma, o EGF estimula a proliferação e a 

diferenciação dessas células (Irwin e col., 1991) e a IL-la e a IL-1(3 inibem a 

diferenciação destas células em células deciduals. A síntese de EL-ip pelas células do 

estroma aumenta durante a decidualização, o que sugere que esta citoquina poderá actuar 

de modo autócrino/parácrino na modulação do grau de decidualização (Frank e col., 

1995). 

De toda esta complexidade de factores que interactuam e que se interrelacionam 

com os diversos tecidos, quer maternos quer fetais, iremos referir especialmente a IL-6 e 

os factores de crescimento tipo insulina ("insulin-like growth factors"-IGFs), factores 

produzidos pelas células deciduais e que foram objecto de estudo no nosso trabalho. 

6.1. A interleuquina-6 

A IL-6 é uma glicoproteína de 26 kDa que existe em várias isoformas. É uma 

citoquina multifuncional envolvida em processos de defesa imunológica, agressão dos 

tecidos, infecção e hematopoiese. A sua acção é exercida via receptores da superfície 

celular (revisão em Hirano, 1992). 

Entre as suas múltiplas funções na coordenação das diversas facetas da defesa do 

hospedeiro, conta-se o seu papel indutor da síntese hepática de proteínas de fase-aguda, 

quer no Humem quer no Rato, e é um importante regulador da temperatura corporal. A 

administração de EL-6 a ratos induz uma reacção inflamatória semelhante à induzida por 

injecção de terebentina. De facto, no rato, a IL-6 induz a síntese do fibrinogénio, da al-

glicoproteína ácida e da a2-macroglobulina pelos hepatócitos (Hattori e col., 1990). A IL-

6 tem múltiplas funções biológicas, tanto de proliferação como de diferenciação em 

células normais e malignas, e está envolvida na diferenciação terminal dos linfócitos B 

em plasmócitos e na activaçãp, proliferação e maturação dos linfócitos T. A nível dos 

linfócitos T citotóxicos induz a síntese de perforina e serino-esterases, mediadores da lise 

celular. 

A DL-6 é sintetizada não só por células imunocompetentes como também por 

fibroblastos e por células endoteliais. O mRNA codifícante para a IL-6 foi localizado nas 
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células endoteliais da decidua no 10e dia de gravidez do ratinho (Motro e col., 1990). 

Durante este período da gestação ocorre a formação de novos vasos na decidua lateral 

onde a IL-6 poderá exercer a sua acção no processo de angiogénese. A IL-6 é produzida 

pelas células musculares dos vasos sanguíneos podendo ser indutora da sua proliferação. 

Por outro lado, a IL-6 é um factor de diferenciação das células do músculo liso. Cohen e 

col. (1996) propuseram que a IL-6 exercia não directamente a sua função na angiogénese, 

mas indirectamente através da indução do factor de crescimento do endotélio ("vascular 

endothelium growth factor-VEGF"). Por outro lado, e ainda segundo estes autores, a IL-6 

ao induzir a síntese de a2M provocava a inactivação deste factor já que o VEGF é 

inactivado pela ligação à a2M. 

De e col., (1993) demonstraram a síntese da IL-6 em úteros de ratinho no período 

de peri-implantação tendo sido o mesmo verificado no útero pseudográvido por 

Choudhuri e Wood (1993). As células do estroma do endométrio humano secretam IL-6 

em resposta à IL-la, IL-lp, TNF e INF-y. Por outro lado, esta secrecção é inibida pelos 

estrogénios podendo a IL-6 estabelecer uma ponte entre o sistema endócrino e o sistema 

imune (Tabibzadeh e col., 1989). Kameda e col. (1990), utilizando técnicas de 

imunocitoquímica, verificaram a presença de IL-6 no trofoblasto mas o significado 

biológico da presença de IL-6 na placenta não está ainda determinado. De facto, pouco se 

sabe sobre as fontes, regulação e papel da IL-6 nos tecidos gestacionais. Esta citoquina é 

produzida por células deciduais humanas em cultura e a sua síntese é regulada por 

citoquinas ligadas aos processos inflamatórios como a IL-la, a IL-ip e o TNF (Dudley e 

col., 1992). Estes autores demonstraram ainda que a IL-6 estimula a síntese de 

prostaglandina PGE2 pelas células deciduais. A IL-6 potencia ainda os efeitos de outras 

citoquinas como o GM-CSF. As células deciduais humanas produzem GM-CSF em 

resposta a mitógenios e leucócitos paternos e este factor favorece a implantação e o 

crescimento placentário (Stallmach e col., 1995b). A IL-6 secretada pela decidua poderá 

actuar em sinergia com outros factores de crescimento produzidos na interface materno-

fetal de modo a assegurar a sobrevivência fetal e o normal desenvolvimento da gravidez 

por estimulação da proliferação e da diferenciação do trofoblasto (Dudley e col., 1992). 
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6.2. Os factores de crescimento tipo insulina 

Os factores de crescimento tipo insulina ("insulin-like growth factors"-IGFs I e II) 

são peptídeos de baixo peso molecular (7 kDa), que apresentam homologia estrutural com 

a insulina. São factores de crescimento que estão envolvidos em importantes funções 

biológicas como o crescimento embrionário, a divisão e a diferenciação celular e o 

metabolismo das proteínas e hidratos de carbono. Os IGFs são produzidos por vários 

tecidos e existem também em circulação, sendo o fígado a principal fonte dos IGFs 

circulantes. Os IGFs têm, assim, a capacidade de exercer acções endócrinas ou actuarem 

localmente nos tecidos de forma autócrina e/ou parácrina (revisão em Cohick e 

Clemmons, 1993). Os IGFs ligam-se a receptores existentes nas membranas celulares, 

receptores designados como tipo I e tipo II. O IGF-I e o IGF-II exercem os seus efeitos a 

nível celular após interacção com o receptor tipo I, enquanto que o receptor tipo II parece 

estar envolvido na eliminação do IGF-II. 

As IGFBPs ("insulin-like growth factors binding proteins") são proteínas que ligam 

os IGFs, com grande afinidade, quer nos tecidos quer em circulação, e que podem regular 

quer positivamente quer negativamente a acção desses factores (Clemmons, 1991). No 

Rato e no Homem foram identificadas seis IGFBPs designadas por números de 1 a 6. A 

primeira IGFBP a ser caracterizada foi a IGFBP-1 humana, purificada do líquido 

amniótico e decidua, a principal proteína secretada pelo endométrio na fase secretora e 

pela decidua durante a gravidez (Koistinen e col., 1986). 

O sucesso do início da gravidez resulta de uma sincronia dos processos de 

crescimento e diferenciação que ocorrem no útero e no embrião durante a implantação. 

Estes processos são coordenados pelas hormonas esteróides do ovário, mas o modo como 

o estrogénio e a progesterona actuam a nível molecular não está ainda esclarecido, 

embora se pense que as acções destas hormonas serão mediadas pelos efeitos 

autócrinos/parácrinos de factores de crescimento. De facto, as hormonas esteróides não 

conseguem por si só induzir a proliferação de células do útero in vitro e, por outro lado, o 

IGF-I por si só também não induz essa proliferação e só apresenta efeitos mitogénicos em 

combinação com o estrogénio (Ghahary e col., 1990). O IGF-I poderá, assim, ter uma 

função autócrina /parácrina no início da gravidez. 
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Vários estudos demonstraram que o estrogénio regula a síntese do IGF-I no útero 

(Murphy e col., 1987a; Murphy e col., 1987b; Norstedt e col. 1989). O tratamento com 

estrogénios provoca um aumento da expressão do mRNA codifiante para o IGF-I nas 

células do epitélio, estroma e miométrio. Para além do IGF-I, a síntese do IGF-II também 

é induzida pelo estrogénio (Murphy e col. 1987a), embora Norstedt e col. (1989) não 

verificassem essa indução. A regulação da expressão dos receptores para os IGFs no útero 

parece ser mediada de modo semelhante pelo estrogénio (Yallampalli e col., 1993; 

Ghahary e Murphy, 1989), enquanto que esta hormona induz um decréscimo da actividade 

das IGFBPs. Do equilíbrio desta regulação IGFs/IGFBPs resulta a biodisponibilidade e a 

actividade funcional dos IGFs. 

Durante o ciclo menstrual e início da gravidez o endométrio sofre mudanças 

características em resposta aos esteróides circulantes, ocorrendo uma intensa actividade 

mitótica e de remodelação de tecidos. Os IGFs estão envolvidos nestes processos de 

mitose e diferenciação actuando como mediadores das hormonas esteróides. Giudice e 

col. (1993) estudaram a expressão dos IGFs no endométrio durante o ciclo menstrual e no 

início da gravidez e verificaram que o IGF-I era intensamente expresso no endométrio na 

fase proliferativa e no início da fase secretora. A expressão para o IGF-II era diferente, 

mais intensa na fase secretora tardia (endométrio já decidualizado) e na decidua no início 

da gravidez, sugerindo uma acção mitogénica para o IGF-I e para o IGF-II um papel 

importante na diferenciação que ocorre no processo de decidualização. No entanto, Han e 

col. (1996) não encontraram expressão para o IGF-II na decidua e sugeriram que a 

expressão encontrada por Giudice e col. (1993) era resultado de uma contaminação da 

decidua com trofoblasto (que sintetiza IGF-II). 

A acção dos IGFs no endométrio é modulada pelas IGFBPs e pela produção dos 

receptores para os IGFs. De facto, a maior expressão dos receptores para os IGFs verifica-

se na fase secretora e no início da gravidez (Giudice e col., 1993). As IGFBPs têm uma 

expressão diferente durante o ciclo e gravidez e actuam localmente como inibidores ou 

potenciadores das acções dos IGFs (Giudice e col., 1991). 

Os IGFs, os seus receptores e as IGFBPs também existem no útero do Rato onde 

exercem funções importantes a nível do crescimento embrionário e uterino. Vários 

autores realizaram estudos de localização destes factores no deciduoma, durante o ciclo 
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estral e no início da gravidez. Croze e col. (1990) estudaram a expressão dos mRNAs 

codifícantes para o IGF-I e para a IGFBP-1 no deciduoma. A maior intensidade de 

expressão para o IGF-I estava localizada no estroma e no miométrio enquanto que a 

IGFBP-1 se localizava essencialmente no epitélio luminal e nas glândulas do estroma, mas 

não nas células deciduais. À medida que a decidualização progredia, a expressão do IGF-I 

ia diminuindo e a expressão para a IGFBP-1 decaía depois do 6e dia. Sadek e col. (1994) 

descreveram para a IGFBP-1 uma localização semelhante, ou seja no epitélio luminal e 

glandular. Assim, ao contrário do que acontece na espécie humana, a localização da 

IGFBP-1 no rato parece ser glandular e não decidual. Ghahary e col. (1990) demonstraram 

a expressão do mRNA codifícante para o IGF-I durante o ciclo estral em todos os tecidos 

uterinos, mas com especial intensidade de sinal no miométrio. Outros autores estudaram a 

expressão do IGF-I durante a gravidez, mas todos os estudos foram realizados 

essencialmente no período de peri-implantação e estádios muito iniciais de gravidez. 

Assim, Kapur e col. (1992) demonstraram no ratinho a co-expressão dos mRNAs 

codifícantes para o IGF-I e para o seu receptor no útero no período de peri-implantação. 

Estes autores sugeriram para o IGF-I uma acção autócrina/parácrina e propuseram ainda 

que o IGF-I produzido no útero poderia exercer efeitos parácrinos sobre o embrião via 

receptores para o IGF-I. De facto, no embrião foram descritos receptores para o IGF-I e 

Smith e col. (1993) para além de demonstrarem a sua presença verificaram que o IGF-I 

internalizado por endocitose era de origem materna. O IGF-I parece assim, exercer um 

papel na interface materno-fetal. 

Diversas patologias na gravidez têm vindo a ser associadas a alterações das 

concentrações dos IGFs/IGFBPs locais e circulantes. Os mecanismos envolvidos nessas 

patologias são actualmente objecto de estudo quer na mulher, quer nos roedores como 

modelos que auxiliam o estudo das fases iniciais de gravidez. Em relação ao IGF-I, o nível 

sérico materno deste factor aumenta durante a gravidez e está correlacionado 

positivamente com o peso à nascença (Caufriez e col., 1994). Em casos de pré-eclampsia 

há uma diminuição dos níveis séricos maternos de IGF-I. Em casos de atraso de 

crescimento intrauterino Holmes e col. (1997) encontraram baixos níveis de IGF-I e altos 

níveis de IGFBP-1 na circulação materna. A análise do sangue do cordão umbilical nos 

casos de atraso de crescimento intrauterino revelou baixos níveis de IGF-I em relação a 
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bébés normais (Spencer e col., 1995; Léger e col., 1996; Ostlund e col., 1997), enquanto 

que se verificavam níveis mais elevados no caso de diabetes (Liu e col., 1996). Assim, os 

níveis de IGF-I parecem ser determinantes no crescimento embrionário e peso e tamanho 

à nascença. No entanto, uma prova directa do papel do IGF-I no crescimento fetal só 

existe, até à data, nos animais. Ratinhos homozigóticos para alelos disfuncionais do IGF-I 

e receptor tipo I exibem um profundo atraso de crescimento embrionário, fetal e pós-natal 

(Liu e col., 1993; Baker e col., 1993). 

O papel do IGF-II no desenvolvimento embrionário humano não está totalmente 

esclarecido embora, nos roedores, seja essencial para um crescimento intrauterino normal 

(Baker e col., 1993). O estudo da expressão do IGF-II, durante a gravidez nos mamíferos, 

tem vindo a revelar-se complexo mas muito interessante pela sua relação com atrasos de 

crescimento intrauterino e macrossomia fetal, demonstrada em trabalhos realizados em 

ratinhos. Estes estudos evidenciaram o IGF-II como um regulador directo do crescimento 

intrauterino. Ratinhos com modificações no gene codificante para o IGF-II mostraram a 

presença de fetos com peso inferior ao normal, o que acontecia sobretudo na segunda 

metade da gravidez, altura em que a placenta tem um papel determinante para o 

crescimento fetal (DeChiara e col, 1990). No entanto, não ficou claro se a diminuição de 

peso era devida à diminuição do IGF-II no feto, na placenta ou em ambos. Em estudos 

posteriores, Forejt e Gregorova (1992) verificaram em ratinhos deficientes para a 

expressão do receptor tipo II que os recém-nascidos tinham um peso superior ao normal. 

Estes resultados sugerem que o IGF-II induz crescimento e diferenciação primariamente 

através da ligação ao receptor tipo I, actuando o receptor tipo II sobretudo como um 

inibidor da função do IGF-II (Czech, 1989). 

Na espécie humana, a relação IGF-II versus alterações de peso fetal não é tão 

evidente como no ratinho. Uma das principais evidências é fornecida pelo síndrome de 

Beckwith-Weidemann. Este síndrome está associado a altos níveis de IGF-II traduzindo-se 

num tamanho exagerado das placentas e dos bébés quando comparados com processos 

normais. Alguns fetos com este síndrome apresentam uma hipertrofia dos tecidos 

mesenquimatosos da placenta, o que poderia ser secundário a uma expressão exagerada de 

IGF-II nas vilosidades coriónicas fetais. 
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Na tentativa de esclarecer a origem do IGF-II determinante para o crescimento 

fetal, Redline e col. (1993) estudaram a expressão do IGF-II na placenta de ratinho e 

verificaram que o trofoblasto mostrava uma expressão dinâmica ao longo do tempo que 

reflectia a constante diferenciação das populações trofoblásticas durante a gravidez. No 

rato, Zhou e Bondy (1992) analisaram o padrão de expressão dos IGFs, dos seus receptors 

e das IGFBPs na placenta. A expressão sugeria uma interrelação entre o IGF-II, os seus 

receptores e a IGFBP-2 no desenvolvimento da placenta. A expressão do IGF-II era 

intensa nos tecidos trofoblásticos contribuindo para a formação da placenta desde a 

implantação. Ainda no rato, Cerro e Pintar (1997) estudaram a localização das IGFBPs no 

útero e encontraram expressão em todos os tecidos sugerindo múltiplos papéis para estas 

proteínas na regulação da extensão da decidualização e no crescimento do miométrio. 

Recentemente, Han e col. (1996) estudaram a expressão dos IGFs e suas IGFBPs 

na placenta humana. Na placenta do primeiro trimestre, o mRNA codifícante para o IGF-I 

não era detectado nos tecidos fetais mas sim no estroma do endométrio, enquanto que, o 

IGF-II não era detectado nos tecidos maternos, mas sim, nas colunas de citotrofoblastos 

que invadiam o endométrio, sugerindo uma acção no processo invasivo. Por outro lado, a 

sua expressão era também detectada no mesenquima das vilosidades, o que pode indicar o 

seu envolvimento em processos de proliferação e diferenciação de citotrofoblastos em 

sinciciotrofoblastos. Em relação às IGFBPs, todas (1-6) eram expressas pela decidua. O 

mRNA codifícante para a IGFBP-1 era largamente predominante no tecido decidual, 

sugerindo que esta proteína poderia interactuar com os IGFs de origem fetal. 

O possível elo de ligação entre o atraso do crescimento fetal e o metabolismo dos 

IGFs é de considerável importância clínica. Seria de grande interesse determinar se 

através de medidas terapêuticas se poderiam normalizar as altas ou baixas concentrações 

de IGFs e IGFBPs no soro e assim influenciar o crescimento fetal. Recentemente, a 

administração exógena de IGF-I como medida terapêutica em casos de atraso de 

crescimento intrauterine tem vindo a ser estudada em animais. Tarantal e col. (1997) 

administraram intraperitonealmente IGF-I a fetos de macacas rhesus (Macaca mulatto) e 

verificaram que esse tratamento provocava um aumento das concentrações circulantes de 

IGF-I fetais e um aumento significativo de peso dos órgãos hematopoiéticos e tecidos 

Iinfóides nomeadamente do timo, baço e intestino delgado. 
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Estes dados, acompanhados dos resultados de Schoknecht e col. (1997) que verificaram 

que a administração de IGF-I a suínos com baixo peso à nascença restabelecia os índices 

de crescimento para níveis normais, sugere que o IGF-I poderá ser um potencial agente 

terapêutico em casos de atraso de crescimento intrauterino. 

7. Síntese de proteínas no início da gravidez no Homem e no Rato 

A diferenciação das células do estroma do endométrio em células deciduais está 

associada com a alteração da síntese e secreção de vários produtos, todos potencialmente 

capazes de afectar o ambiente uterino e tecidos da unidade fetoplacentária. Esses 

produtos, se produzidos em níveis suficientes para serem detectados na circulação 

periférica, poderão ter um potencial valor clínico contribuindo para a detecção de 

disfunções da implantação e disfunções do endométrio. Vários investigadores dedicaram-

se ao estudo das proteínas sintetizadas pela decidua de diferentes espécies numa tentativa 

de esclarecer qual a possível função desse tecido. 

7.1. Homem 

Vários autores demonstraram a síntese de proteínas no endométrio da fase 

secretora tardia e no tecido decidual no início da gravidez (O'Grady e col, 1977; Joshi e 

col. 1980a,b; Stucliffe e col., 1980). As primeiras proteínas identificadas foram a proteína 

a-uterina (AUP-"a-uterine protein") e a proteína endometrial dependente da progesterona 

(PEP-"progestogen-dependent endometrial protein"). No entanto dada a sua identidade 

imunoquímica foram consideradas proteínas idênticas (Stucliffe e col.1982). Bell e col. 

(1985), por incubação in vitro de fragmentos de endométrio do início da gravidez, 

detectaram a presença de 17 proteínas do endométrio ("Endometrial Proteins"-EP) 

secretadas para o meio de incubação. Destas, destacam-se a EP 14, também denominada 

ai-PEG ("pregnancy endometrial glycoprotein"), proteína placentária-PP12 e IGFBP-1 e a 

EP 15 também denominada oc2-PEG, PEP, AUP e PP 14. A síntese destas proteínas 
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variava com o período de gravidez a que se reportavam as amostras de endométrio. O 

exame histológico permitiu estabelecer uma correlação entre o tipo de proteína secretada 

e a morfologia da amostra. Assim, a EP 15 era sintetizada pelo epitélio glandular no início 

da gravidez, enquanto que a EP 14 estava associada com o endométrio decidualizado. A 

origem glandular da EP 15 é apoiada pelo facto de, no ciclo menstrual, ser a principal 

proteína produzida pelo endométrio na fase secretora. A associação da EP 14 com tecidos 

totalmente decidualizados e com amostras obtidas em estádios mais tardios do Ie 

trimestre sugerem a sua produção pelo tecido decidual. Deste modo, parece existir uma 

troca entre a EP 15 e a EP 14 no início da gravidez, o que provavelmente representa a 

diferenciação do endométrio de tipo secretor para decidualizado. Rutanen e col. (1984) 

detectaram a proteína placentária-PP12 na membrana sinciciotrofoblástica da placenta, no 

epitélio secretor do endométrio e na decidua, tendo-se verificado, posteriormente, que se 

tratava da EP 14. 

7.1.1. Proteína placentária-14 (PP14) 

A PP 14 é a principal proteína secretada durante a segunda metade da fase luteal do 

ciclo e no início do \â trimestre. É uma glicoproteína dimérica que apresenta 

polimorfismos e variações no peso molecular de acordo com a sua origem (peso 

molecular médio 28 kDa por sub-unidade, pi 4,6). Foi sugerido que esta proteína seria 

secretada desde o lúmen das glândulas até ao lúmen uterino. A sua localização 

imunohistológica nas secreções das glândulas, a sua recuperação no lúmen uterino e a sua 

presença no líquido amniótico (Joshi e col. 1980b) parecem apoiar essa hipótese. O seu 

pico de produção ocorre na 6a semana e decresce rapidamente para níveis muito baixos na 

15a semana. No soro materno aparece um pico de produção da 7a à 9a semana, ao qual se 

segue um decréscimo. A principal origem da PP 14 no início da gravidez, parece ser o 

epitélio glandular secretor da decidua esponjosa. Este tecido tem o seu máximo 

desenvolvimento durante o Ie trimestre e depois involui na restante fase da gravidez. 

Assim, a sua síntese, secreção e concentrações séricas são explicáveis segundo o 

desenvolvimento e regressão do epitélio glandular. Têm sido propostas para esta proteína 



41 

funções imunosupressoras. A PP 14 foi considerada como sendo a proteína responsável, 

em extractos citosólicos de endométrio no Ie trimestre, pela inibição da "mixed 

lymphocyte reaction" e da proliferação de linfócitos induzida por mitogénios (Bolton e 

col., 1987; Pockley e Bolton, 1990). 

7.1.2. Proteína placentária-12 (PP12), IGFBP-1 

A IGFBP-1 é produzida no fígado, útero e diversos tecidos fetais. Na mulher 

grávida o local predominante de síntese são as células do estroma do endométrio 

decidualizado. AIGFBP-1 foi inicialmente isolada do tecido decidual e líquido amniótico. 

Bell e col, (1985) e Rutanen e col. (1984) demonstraram que esta proteína era secretada 

durante o ciclo menstrual e gravidez. Na gravidez estava localizada nas células deciduais 

da decidua compacta ( Bell e col., 1985), aumentando a sua síntese e secreção durante o 

Ie trimestre. Este facto sugeriu o seu relacionamento com o aumento da decidualização do 

endométrio. Deste modo, este autor definiu a ai-PEG como o principal produto da célula 

decidual na gravidez. A sua presença foi também detectada no líquido amniótico, 

possivelmente derivada da decidua, e no soro (Bell, 1986). 

A PP 12 foi identificada por Bell e col. (1988) como uma proteína que liga o 

factor de crescimento IGF-I ("insulin-like growth factor binding protein"-IGFBP-l), 

inibindo não só a ligação do IGF-I ao seu receptor, como também a sua actividade 

biológica, quer no endométrio não grávido quer em culturas de coriocarcinoma (Rutanen 

e col., 1988; Ritvos e col., 1988). O seu nível sérico em mulheres não grávidas, é de 9-47 

Hg/1. Durante a gravidez os valores começam a aumentar por volta da 8 a semana 

aparecendo depois dois picos, o primeiro às 18-24 semanas (valor médio 90-120 pg/1) e o 

segundo às 36-40 semanas (70-90 ug/1) mantendo-se a sua síntese até ao parto. As 

concentrações da IGFBP-1 na circulação materna derivam essencialmente da decidua. Ao 

nascimento, a concentração no sangue do cordão umbilical é da mesma ordem que no 

sangue materno, enquanto que no líquido amniótico os valores são de 100 a 1000 vezes 

mais elevados (média de 30 mg/l às 16 semanas e de 15 mg/l ao nascimento). A IGFBP-1 
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presente no líquido amniótico é provavelmente derivada da decidua, podendo, assim, ser 

considerada um marcador decidual no líquido amniótico e soro. 

Pouco se sabe sobre a regulação e sobre o significado biológico da IGFBP-1 na 

gravidez. A progesterona e a relaxina estimulam a sua produção pelas células deciduais, 

enquanto os IGFs parecem ter um efeito contrário (Bell e col., 1991; Thrailkill e col., 

1990). Uma das suas funções será a regulação dos IGFs, inibindo ou potenciando as suas 

acções mitogénicas e a capacidade invasora do trofoblasto (Rutanen e col., 1988; Jones e 

col., 1993). Recentemente, Irwin e Giudice (1997) utilizando um sistema de co-cultura de 

células deciduais e células do citotrofoblasto demonstraram que a IGFBP-1 limita a 

invasão do trofoblasto. Outros autores, pelo contrário, atribuíram-lhe funções 

estimuladoras da migração do citotrofoblasto in vitro (Jones e col., 1993). Esta 

discrepância de resultados poderá ser devida aos diferentes sistemas de cultura utilizados 

e ao facto de Irwin e Giudice (1997) terem utilizado células recentemente isoladas, que 

poderão responder aos sistemas de regulação de modo diferente das células em cultura 

prolongada, utilizadas por Jones e col. (1993). Sabe-se que a invasão dos tecidos maternos 

pelo trofoblasto deve ser equilibrada e controlada já que uma normal placentação é 

essencial para um normal desenvolvimento fetal. A decidua materna parece exercer um 

papel importante na regulação da invasão do trofoblasto e a IGFBP-1 presente na interface 

materno-fetal poderá ser um regulador parácrino dessa invasão. 

A IGFBP-1 como proteína presente na interface materno-fetal deverá sofrer 

alterações da sua concentração em circulação, reflectindo eventuais patologias existentes 

durante a gravidez. Na pré-eclampsia a migração das células trofoblásticas nas paredes 

das artérias espiraladas uterinas é deficiente, não se sabendo se resulta de um defeito 

intrínseco da actividade invasiva do trofoblasto ou da intolerância materna ao feto. Groot 

e col. (1996) colocaram a hipótese de que a reduzida invasão do trofoblasto, que se 

verifica em casos de pré-eclampsia, afectava a secrecção para a circulação materna de 

proteínas deciduais. Para explicar esta hipótese tentaram encontrar um marcador 

bioquímico da invasão trofoblástica que refelectisse essa reduzida invasão. Para isso, 

realizaram um estudo prospectivo das concentrações plasmáticas de IGFBP-1 durante a 

gravidez e concluíram que as mulheres cuja gravidez resultou em pré-eclampsia, 

apresentavam níveis plasmáticos de IGFBP-1 muito inferiores aos da gravidez normal. No 
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entanto, outros autores referiram um aumento da concentração sérica de IGFBP-1 e uma 

diminuição dos níveis de IGF-I (Howell e col., 1989; Giudice e col., 1997). Esta 

disparidade de resultados poderá dever-se a diferentes metodologias de análise e 

gravidade da pré-eclampsia. Verhaghe e col. (1993) demonstraram que a concentração 

sérica de IGFBP-1 no cordão umbilical está inversamente correlacionada com o peso fetal 

à nascença e um aumento da concentração de IGFBP-1 no sangue fetal foi encontrado em 

casos de atraso de crescimento intrauterine (Ostlund e col., 1997). No entanto, Spencer e 

col. (1995) não encontraram diferenças nos níveis de IGFBP-1 em casos de atraso de 

crescimento intrauterino, mas sim menores níveis de IGF-I. 

Na gravidez normal os níveis de IGF-I aumentam progressivamente durante a 

gestação, enquanto que os níveis de IGFBP-1 não apresentam grandes diferenças entre o 

2e e o 3q trimestres. Assim, os níveis dos IGFs durante a gravidez poderão ser regulados 

por outras IGFBPs para além da IGFBP-1. De facto, a IGFBP-3 sofre proteólise durante a 

gravidez que resulta numa libertação do IGF-I ligado e num consequente aumento do IGF-

I livre (Giudice e col., 1990). A IGFBP-3 parece também estar envolvida na regulação do 

crescimento fetal embora o seu papel ainda não esteja esclarecido. Barrios e col. (1996) 

encontaram baixos níveis no sangue fetal de prematuros enquanto Léger e col. (1996) não 

encontraram diferenças nos casos de atraso de crescimento intrauterino quando 

comparados com bébés normais. 

A importância de um ambiente uterino favorável ao bom desenvolvimento fetal 

tem vindo a ser realçada nos últimos tempos. Sabe-se, que o ambiente uterino tem desde 

muito cedo influência no crescimento da placenta e um deficiente crescimento fetal está 

associado a um aumento dos riscos de doenças no adulto como hipertensão e diabetes 

(Barker e col., 1989). Wheeler e col. (1995) estudaram uma possível relação entre o 

ambiente uterino e as concentrações em circulação da IGFBP-1 e da PP 14 e verificaram 

que a concentração de IGFBP-1 estava negativamente correlacionada com o peso materno 

enquanto a PP 14 não apresentava qualquer correlação. A PP 14 apresentava uma 

correlação negativa com as concentrações séricas de hemoglobina e ferritina maternas. 

Nas mães fumadoras, as concentrações de PP 14 apresentavam-se significativamente 

diminuídas, mas as de IGFBP-1 não estavam alteradas. A concentração de IGFBP-1 estava 

positivamente correlacionada com as concentrações maternas de gonadotrofina coriónica 
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e lactogénio placentário enquanto que a PP 14 se correlacionava positivamente com a 

primeira mas não com a última. Estes resultados demonstram que existe uma influência 

do ambiente materno na função do endométrio e placenta. Eventualmente a conclusão 

mais importante, proposta por estes autores, será a correlação negativa entre a 

concentração de IGFBP-1 e o peso materno. Assim, o peso da mulher poderá determinar a 

concentração de IGFBP-1 desde a concepção. As concentrações de IGFBP-1 no 

endométrio poderão influenciar as interacções entre as células trofoblásticas e a decidua 

materna. As diferenças na produção desta proteína, reflectindo o peso materno, poderão 

proporcionar um importante mecanismo pelo qual o ambiente uterino influencia o 

crescimento fetal. No entanto, alguma precaução deverá existir na interpretação do 

significado da determinação da IGFBP-1 em circulação, uma vez que a concentração de 

IGFBP-1 no plasma materno tem origem decidual, mas, é possível que a produção desta 

proteína pelo fígado materno esteja também aumentada durante a gravidez. Para além 

disso, as concentrações plasmáticas poderão não reflectir as concentrações tecidulares 

locais. As diferenças na produção desta proteína e a sua relação com o peso materno 

poderão sugerir um importante mecanismo através do qual o ambiente materno poderá 

influenciar o crescimento placentário e fetal e proporcionar um campo de estudo de 

grande aplicação clínica. 

Tal como na espécie humana, a IGFBP-1 é quantitativamente a principal proteína 

secretada pela decidua durante a gestação no babuíno (Fazleabas e col., 1989), o que pode 

indicar conservação de síntese nas espécies. 

7.2. Rato 

A transformação dos fíbroblastos do estroma em células deciduais, nas espécies 

em que ocorre a decidualização, levanta questões importantes quanto ao processo de 

diferenciação celular. Estes fíbroblastos possuem características únicas, visto que são 

capazes de sofrer alterações de morfologia acompanhadas de alterações metabólicas, com 

produção de novas proteínas (Denari e col. 1976; Bell e col.,1985; Jayatilak e col. 1989). 
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Sabe-se que o teor de proteínas totais aumenta durante a decidual ização quer esta 

seja provocada pelo blastocisto quer por estímulos artificiais. Reid e Heald (1970) 

verificaram, medindo a incorporação de aminoácidos marcados radioactivamente, um 

aumento da síntese proteica na manhã do 5e dia que corresponde à implantação e ao início 

da reacção decidual. Após a implantação, a síntese de proteínas permanecia elevada nos 

tecidos em decidualização mas não nas áreas por decidualizar. Mais tarde, Denari e col., 

(1976) observaram que Ih depois da aplicação de um estímulo traumático, ocorria o 

aparecimento de uma proteína, que denominaram Proteína A. Bell e col. (1976) 

indentificaram no 62 dia de gravidez uma proteína similar, a Proteína Induzida (IP-

"induced protein") cuja síntese julgaram ser induzida pelo estradiol. Posteriormente, Bell 

e col. (1980) demonstraram que a síntese de IP estava elevada em deciduomas, mesmo 

quando não se observavam aumentos dos níveis de estradiol, sugerindo que a IP estaria 

envolvida na divisão celular durante a decidualização e que não seria uma proteína 

decidual específica ou dependente do estradiol, como foi inicialmente proposto. 

Os primeiros estudos de extractos solúveis de tecido decidual de rato analisados 

por electroforese em SDS-PAGE demonstraram a presença de duas fracções, uma de peso 

molecular de 49 kDa, que aparecia associada ao tecido decidual, e outra de 100 kDa que 

era também detectável em extractos de úteros que não sofreram decidualização 

(Umapathysivam e Jones, 1978). Posteriormente, Bell (1979a; 1979b) demonstrou em 

extractos de tecido decidual a existência de duas proteínas de peso molecular 

aproximadamente de 40-42 kDa e 140-145 kDa. Verificou, ainda, que o endométrio 

decidualizado e a glândula metrial sintetizavam in vitro uma proteína de alto peso 

molecular a que chamou de proteína associada à decidualização (DAP-"decidualization-

associated protein") (ver ponto 8.). 

No tecido decidual do rato, a zona da decidua do antimesométrio e a do 

mesométrio para além de apresentarem diferentes morfologias têm também produtos de 

secreção diferentes, que sofrem variações com o tempo. Como já referido, o 

desenvolvimento das duas zonas deciduais ocorre sequencialmente, formando-se as 

células da decidua do mesométrio dois dias depois das do antimesométrio e tornando-se 

diferenciadas já quando as do antimesométrio estão em regressão. Jayatilak e col. (1989) 

estudaram a secreção de proteínas em explantes de deciduoma e verificaram grandes 
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diferenças espaciais e temporais na secreção proteica do antimesométrio e do mesométrio. 

A secreção de várias proteínas no antimesométrio (-90 kDa, 42 kDa, e 28 kDa) diminuía 

com o tempo, sendo a proteína de 28 kDa secretada em grandes quantidades. Uma 

proteína de 180 kDa era a principal proteína secretada pela decidua do mesométrio, 

enquanto que a de 28 kDa era sintetizada em quantidades vestigiais. Consideraram, assim, 

como principal produto de secreção da decidua do mesométrio a proteína de 180 kDa, 

correspondente à DAP, enquanto que no antimesométrio, a proteína de 28 kDa (o factor 

luteotrópico) foi considerada como um marcador da decidualização no antimesométrio. 

Estes resultados confirmaram as observações de Gibori et col. (1974) que demonstraram 

que as células deciduais do antimesométrio produziam o factor luteotrópico (28 kDa). 

Esta molécula parecia controlar a função luteal no ovário, estando a sua síntese 

abruptamente reduzida a partir do 12e dia, dia em que a decidua do antimesométrio já está 

em regressão. Assim, esta hormona é considerada como sendo do tipo da prolactina e 

devido à sua acção directa no corpo lúteo do rato foi chamada de factor luteotrópico ou 

luteotropina decidual. 

8. A proteína associada à decidualização-DAP 

Bell (1979a) verificou em extractos de deciduoma que o endométrio decidualizado 

sintetizava in vitro uma proteína de alto peso molecular a que chamou de proteína 

associada à decidualização ("decidualization-associated protein"-DAP), o que não 

acontecia no útero não estimulado. Este autor (1979b) usando extractos de tecidos 

uterinos e utilizando a técnica de electroforese em SDS-PAGE, verificou que a síntese de 

DAP também ocorria no útero durante a gravidez. Porém, esta síntese não se verificava 

nem nos locais extra-implantação, nem no 5e, 62 e 7e dias de gravidez. No endométrio, a 

síntese da DAP iniciava-se no 85 dia e aumentava até ao 125 dia, decrescendo ligeiramente 

a partir do 145 dia. Quando era realizada uma separação dos tecidos do antimesométrio e 

do mesométrio a síntese estava restrita a este último. O desenvolvimento da decidua neste 

pólo reflecte o padrão de síntese de DAP, isto é, o aparecimento da síntese ao 8e dia e 

atingindo um máximo entre o 11- e 139 dias correspondendo a um máximo de 
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desenvolvimento da decidua (DeFeo, 1967). Bell (1979c), utilizando a técnica de 

imunoelectroforese, estudou a distribuição da DAP no soro materno ao longo da gravidez 

e demonstrou uma distribuição bifásica. O primeiro dia em que a DAP era detectada no 

soro era o 9e dia de gravidez, seguido de um aumento até cerca do 14e dia. 

Posteriormente, havia um pequeno decréscimo e um segundo pico perto do final da 

gravidez e início do pós-parto (Fig. 4). Este padrão sérico da síntese da DAP era 

concordante com a distribuição da DAP in vivo. No entanto, essa distribuição in vivo, não 

explicava o segundo pico que se observava no final da gravidez. Este poderia ser devido à 

síntese da a2-macroglobulina (a2M), também chamada de alfamacrofetoproteína (AMF), 

pelo fígado fetal (Gitlin e Boesman, 1967; Sarcione e Bohne, 1969). A AMF é uma 

proteína imunologicamente idêntica à DAP (Bell 1979c), apresentando reactividade 

cruzada com o anti-soro anti-DAP. No rato, a AMF é uma proteína de fase aguda 

sintetizada pelo fígado adulto em resposta a uma inflamação e pelo fígado fetal durante a 

gravidez e pós-parto (Sarcione e Bohne, 1969; Bell 1979c). 

Figura 4 - Níveis de DAP no soro materno durante a 

gravidez e no soro materno e neonatal ao nascimento 

e pós-parto obtidos por imunoelectroforese com um 

anti-soro anti-DAP. Os valores correspondem à média 

de sete determinações em diferentes animais (retirado 

de Bell, 1979). 
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Teixeira e O' Grady (1992) confirmaram a síntese da DAP pelas células deciduais 

e realizaram um estudo comparativo das propriedades fisico-químicas da DAP e AMF. Os 

pesos moleculares da DAP e AMF foram determinados por PAGE como sendo 

semelhantes e de cerca de 820 kDa. No entanto, este resultado foi obtido por extrapolação 

já que em PAGE a proteína de maior peso molecular utilizada como padrão foi a a2M 

humana com peso molecular de 725 kDa. A composição em aminoácidos destas proteínas 

foi determinada por hidrólise ácida apresentando a DAP uma maior concentração de 

prolina, enquanto que a AMF exibia maior teor em lisina. No entanto, estes resultados não 

são concordantes com os de outros investigadores (Gauthier e Mouray, 1976; Gordon 

1976; Nieuwenhuisen e col., 1979). A composição em carbohidratos foi determinada 

como sendo de 10% para a DAP e 7,6% para a AMF. 

Teixeira (1986) a partir de homogeneizados de decidua estabeleceu um protocolo 

de purificação que permitiu a separação de duas formas de DAP com diferentes pis. A 

forma de DAP que existia em maior quantidade apresentava um pi de 5,2 enquanto que, a 

outra forma tinha um pi de 4,97. Esta última foi considerada como sendo a forma 

extracelular uma vez que aparecia na circulação materna. As diferenças existentes entre 

os pis das duas formas de DAP e o pi da AMF permitiu determinar a distribuição relativa 

da DAP e AMF nos tecidos durante a resposta de fase aguda e nos tecidos maternos e 

fetais durante a gravidez e pós-parto. Assim, estes processos de purificação foram 

aplicados a amostras de soros de fase-aguda, soros maternos do 12e ao 20a dia de 

gravidez, soro de 1 dia pós-pártum, amostras de fígado materno dos mesmos dias de 

gravidez, de fase aguda e fetal (20a dia) e de tecido decidual (12e dia). Teixeira (1986) 

demonstrou que no estado inflamatório o soro e o fígado só continham proteínas do tipo-

AMF. A presença de AMF no fígado confirmava este órgão como a fonte desta proteína. 

No 12a dia de gravidez, a decidua continha só proteínas do tipo-DAP. Não foi encontrado 

nenhum destes tipos de proteínas no fígado materno, e apesar da presença de grandes 

concentrações de DAP na decidua só foram encontrados vestígios de DAP com pi 4,97 na 

circulação materna. Outros investigadores demonstraram a presença de AMF no soro 

materno no 12a dia (Bell 1979c; Panrucker e col., 1983), resultado que poderá ser devido 

às semelhanças estruturais e identidade imunológica entre a AMF e a DAP. No 20a dia de 

gravidez o fígado fetal continha somente proteínas tipo-AMF, o que confirma a síntese de 
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AMF pelo fígado fetal, como já tinha sido demonstrado por Sarcione e Bonne (1969). 

Neste dia, na circulação materna, foram observadas quantidades vestigiais da forma 

secretada da DAP existindo, no entanto, predomínio da AMF. 

A AMF é um inibidor de proteases com um papel importante na inflamação e 

reorganização tecidular (Barrett e Starkey, 1973) podendo também induzir 

imunossupressão (Petersen e col., 1989). Teixeira e col. (1991) demonstraram que a DAP 

isolada do tecido decidual no 12Q dia de gravidez inibia as propriedades proteolíticas da 

tripsina e catepsina B em relação aos substratos de alto peso molecular, não interferindo 

contudo, na actividade sobre os de baixo peso molecular, o que é uma característica das 

a2-macroglobulinas. Por outro lado, a DAP apresentava propriedades de imunossupressão 

com inibição da blastogénese em culturas de linfócitos do baço estimulados com 

concanavalina A (ConA). A DAP reduzia a resposta blastogénica em cerca de 60% 

(Teixeira e col., 1991). Estes investigadores demonstraram ainda, em ensaios in vivo, que 

a DAP inibia a síntese de IgMs específicas e induzia a secreção de imunoglobulinas não 

específicas sugerindo uma função no controlo imunológico das interacções materno-fetais 

(Teixeira e col., 1992). 

9. A a2-macroglobulina do rato como proteína de fase aguda (AMF) 

A inflamação é uma reacção do organismo a uma agressão dos tecidos. A resposta 

de fase aguda a um processo inflamatório é uma reacção complexa e específica que está 

associada a fenómenos de leucocitose, febre, aumento de secreção de várias hormonas e é 

acompanhada pelo aumento e diminuição da síntese hepática de várias proteínas do 

plasma, conhecidas como "proteínas de fase aguda". Um método utilizado frequentemente 

para provocar uma resposta de fase aguda no rato, é a injecção subcutânea de terebentina 

(cerca de 0,5 ml/100 g peso, corporal). No estado inflamatório de fase aguda várias 

proteínas como a al-antitripsina, al-antiquimiotripsina e a a2-macroglobulina 

apresentam-se em circulação em elevadas concentrações. 

A oc2-macroglobulina do rato já teve nomenclatura diversa, tendo sido designada 

de "slow cc2 globulin", "a2 glycoprotein", "a2 acute phase globulin", "abnormal serum 



50 

globulin", "reproduction associated protein", "a2 macroglobulin". Em 1970, a 

Organização mundial de Saúde recomendou o nome de alfamacrofetoproteína (AMF). 

A AMF foi inicialmente detectada por Darcy (1955) no soro de ratos com tumores, 

não sendo detectada no soro de ratos saudáveis. Vários autores, utilizando técnicas de 

culturas de tecidos e técnicas de perfusão, demonstraram que o local de síntese da AMF 

em ratos adultos com um estado inflamatório induzido e em fetos e recém-nascidos era o 

fígado (Benjamin e Weimer, 1966; Sarcione e Bonne, 1969; Darcy, 1960; Heim, 1962; 

Van Gool e Ladiges, 1969). Durante a gestação, Panrucker e Lorscheider (1983) e 

Panrucker e col. (1983) descreveram uma distribuição bifásica da AMF no soro sugerindo 

que esta proteína teria uma distribuição e síntese diferente durante as várias fases do 

desenvolvimento. Estes autores demonstraram, usando culturas de tecidos, que durante a 

gravidez a síntese era predominante na glândula metrial, e em menor extensão nos 

leucócitos do sangue, no baço e no timo. Ainda de acordo com estes autores, estas fontes 

maternas de AMF seriam as responsáveis pelos altos níveis de AMF encontrados no soro 

materno. No final da gestação, o fígado fetal foi considerado como a principal fonte de 

AMF. De facto, os perfis de concentração de AMF no soro materno no inicio da gravidez 

(dias 8-12) e final da gravidez (dias 17-21) observados por Panrucker e col. (1983) são 

concordantes com os obtidos por Bell (1979c), embora este autor tenha considerado que 

os valores no soro no início da gestação possam ser causados pela proteína associada à 

decidualização (DAP) sintetizada pelo tecido decidual. 

A AMF é uma proteína plasmática que no rato saudável existe em baixas 

concentrações, cerca de 10-100 jig/ml, mas que sofre um grande aumento durante a 

resposta de fase aguda (3-8 mg/ml). Assim, a indução de um estado inflamatório em ratos, 

provoca um aumento da concentração de AMF no soro, que se inicia cerca de 4 a 8 hs 

depois (Van Gool e Ladiges, 1969; Hudgig e Sell, 1978), aumentando significativamente 

nas 24-36 hs seguintes. 

Os mecanismos responsáveis pelo aumento da síntese de AMF foram objecto de 

estudo de vários investigadores. Aparentemente a síntese de AMF aparecia associada à 

inflamação, regeneração e reparação dos tecidos. Weimer e col. (1967) observaram que o 

aumento da AMF coincidia com o aumento progressivo da massa tumoral do carcinoma 

Walker 256 e postularam que o aparecimento da AMF no sangue estava relacionado com 
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o trauma contínuo que o crescimento tumoral exercia sobre os tecidos. Posteriormente, 

Hudgig e col. (1979) confirmaram que o aumento de AMF em animais com carcinoma 

hepático era causado pela inflamação e necrose nos tecidos e não pela síntese de AMF 

pelas células do carcinoma. Northeman e col. (1983) estudaram a síntese de AMF no 

fígado de rato, após indução de um estado inflamatório, por injecção intramuscular de 

terebentina, e compararam em diferentes tempos, as concentrações de mRNA no fígado e 

da AMF no soro. Concluiram que o aumento da concentração de AMF no soro era 

dependente de um aumento hepático de mRNA. Por outro lado, um decréscimo no mRNA 

codificante para a AMF, que ocorria 21hs após indução, só provocava um decréscimo de 

AMF na circulação 60 hs depois. Em 1985, Northeman e col. confirmavam estes 

resultados iniciais medindo a transcrição in vitro do gene da AMF em núcleos isolados, 

verificando que a transcrição da AMF é induzida durante a inflamação. 

9.1. Activadores da síntese de AMF 

A produção da AMF in vivo tem início 4 hs após a indução do trauma (Van Gool 

e Ladiges, 1969; Hudgig e Sell, 1978) e aumenta rapidamente nas 24hs seguintes. Como 

durante os estados inflamatórios a concentração de glucocorticóides está elevada, vários 

autores investigaram a influência destes na estimulação da síntese de AMF. Heim e 

Ellenson (1965) usando lipopolissacarídeo (LPS) de Salmonella abortus, como agente 

traumatizante em ratos adrenalectomizados, concluiram que a adrenalectomia causava a 

redução ou a abolição da produção da AMF. No caso de se administrar corticosterona a 

síntese de AMF era retomada pelo menos em parte. Na sequência destes trabalhos, outros 

autores mostraram que a adrenalectomia também inibia o aparecimento de AMF em ratos 

com hepatectomia parcial, com neoplasias (Heim e Ellenson, 1967) e no trauma tecidular 

que se segue à injecção de terçbentina (Weimer e Benjamin, 1966; Weimer e Goggshall, 

1967). Assim, parecia existir uma relação directa entre os glucocorticóides e a síntese de 

AMF, embora o mecanismo de indução da síntese não fosse conhecido. Foi também 

estudada a influência das citoquinas envolvidas nos processos inflamatórios como a IL-1, 

o TNF-a e o INF-a na indução da síntese de proteínas de fase aguda em culturas de 
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hepatócitos. No entanto os resultados são divergentes e parecem resultar de diferenças nas 

concentrações de citoquinas e nas condições de cultura utilizadas (Kushner e col., 1989). 

Mesmo assim, a IL-6 foi sempre apontada como a principal citoquina indutora da síntese 

da a2M in vitro e in vivo . Em culturas de hepatócitos, a administração de IL-6 levou a 

uma resposta dose-dependente na regulação da síntese de AMF (Castell e col., 1989) e a 

injecção de IL-6 levou à indução de uma resposta de fase aguda mais rápida na síntese de 

AMF que o mesmo estado causado por injecção de terebentina. Em culturas de hepatoma, 

Hattori e col. (1990) verificaram que a IL-6, por si só induz a transcrição do gene da a2M 

e os glucocorticoides potenciam este efeito. Posteriormente, Horn e col. (1994) em 

culturas de hepatócitos referiram que a IL-6 induzia a síntese da oc2M necessitando da 

presença de glucocorticoides para a indução. 

A síntese de AMF não é só corticosteróide-dependente, mas é também dependente 

do sexo. Bosanquet e col. (1976) observaram que enquanto a indução de inflamação em 

machos levava à produção de grandes concentrações de AMF, em fêmeas a resposta era 

consideravelmente menor. Para determinar se esta resposta era dependente das hormonas 

do ovário, Bell (1980) utilizou ratas ovarectomizadas, sujeitas a uma terapia de 

substituição com estradiol e progesterona, e concluiu que, de facto, existia dependência 

do sexo, já que a administração de estradiol ou de estradiol conjuntamente com 

progesterona resultava numa redução significativa da síntese de AMF. 

9.2. Caracterização e propriedades fisico-químicas da AMF 

Em 1972, Jamieson e col. foram os primeiros autores a estudarem as 

características da AMF determinando o seu ponto isoeléctrico, peso molecular e conteúdo 

em hidratos de carbono. Desde então, vários autores estudaram esta proteína (Ganrot, 

1973; Gordon, 1976; Gauthier e Mouray, 1976; Nieuwenhuizen e col., 1979; Okubo e 

col., 1981; Teixeira e O'Grady, 1992) e foram descritos pesos moleculares de 716 a 820 

kDa e pontos isoeléctricos de 4,55 a 4,80. No entanto, a maior discrepância existente é 

nos valores encontrados para os carbohidratos, que variam de 3,25 a 9,3% (tabela 1). 
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Tabela 1: Comparação das determinações físico-químicas da AMF segundo vários 

autores: 

Autores Peso molecular (KDa) pl Hexoses (%) 

Jamieson e col.(1972) 800 4,6 9,3 

Gordon (1976) 716 4,5 6,25 

Gauthier e Mouray (1976) 770 4,5 4,25 

Nienwenhuizen e col (1979) 760 4,8 3,85 

Teixeira e O'Grady (1992) 820 4,8 7,6 

Schauefele e Koo (1982) e Nelles e Schnebli (1982) compararam a estrutura da 

AMF com a al-macroglobulina (al M). A al M é uma proteína plasmática que existe 

normalmente no soro do rato e numa concentração muito superior à da AMF (3,76 mg/ ml 

versus 0,016 mg/ml). A AMF só sofre um grande aumento durante uma inflamação aguda 

(Van Gool e col., 1977; Hudgig e Sell, 1978), enquanto que, neste caso, os níveis de a l M 

se mantêm constantes. Embora a AMF e a alM sejam tetrâmeros com semelhanças no 

peso molecular, ponto isoeléctrico e composição de aminoácidos (Gordon, 1976; Gauthier 

e Mouray, 1976), apresentam diferenças nas suas sub-unidades (Schauefele e Koo, 1982). 

Em SDS-PAGE, a AMF, após redução, está dissociada numa sub-unidade de peso 

molecular de aproximadamente 180 kDa, enquanto que a al M apresenta duas sub

unidades de pesos moleculares aproximadamente 160 kDa e 40 kDa. Após tratamento com 

a tripsina a sub-unidade da AMF origina dois fragmentos de 85 kDa e 94 kDa, segundo 

Nelles e Schnebli (1982), de 88 e 77 kDa segundo Schauefele e Koo (1982) e três 

fragmentos de 90 kDa, 62 kDa e 29 kDa de acordo com Okubo e col. (1981). A AMF em 

meio alcalino (pH 11) e após aquecimento (37 °C durante 45 min), antes de ser reduzida, 

origina fragmentos de 125 kDa e 60 kDa, do mesmo modo que a a2M humana. Por outro 

lado, a alM origina uma sub-unidade de 125 kDa e duas sub-unidades de 25 kDa (Nelles 

e Schnebli, 1982). Assim, enquanto que o tipo de clivagem da AMF é semelhante ao da 

a2M humana (Harpel, 1973) o da alM é diferente. Além disso, ao contrário da alM que 
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não reage com soro de coelho anti-AMF (Gordon, 1976; Okubo e col., 1981) ou anti-a2M 

humana (Heim, 1968), a AMF apresenta semelhanças antigénicas com a a2M humana 

(Heim, 1968; Westrom e col., 1983). Estes resultados apontam para uma homologia 

estrutural da AMF com a a2M humana. 

Gehring e col. (1987) analisaram a sequência de cDNA da a2M do rato e 

compararam-na com a sequência da a2M humana. As duas sequências apresentavam uma 

grande homologia (73%), excepto na zona codifícante para a "bait region", zona que 

contém as sequências de reconhecimento para as proteases que irão ser alvo de inibição. 

Esta grande homologia de sequências sugere uma conservação da estrutura tridimensional 

que é essencial para a sua função de molécula inibidora de proteases. 

9.3. Mecanismo de acção e função da AMF 

A AMF é um inibidor de proteases e pode controlar as proteases envolvidas na 

inflamação e na organização tecidular. Tal como outros inibidores de proteases que 

contêm a ligação tioéster (como a a2M humana), a AMF inibe uma extensa variedade de 

proteases de diferentes classes e com diferentes especificidades (Barrett e Starkey, 1973). 

Em 1984, Okubo e col. determinaram a distribuição de [125I] AMF em tecidos de ratos 

contendo lesões inflamatórias e sarcomas. A proteína marcada, apesar de ter uma 

acumulação inicial nos tecidos com inflamação ou sarcomas, era rapidamente eliminada 

da circulação e não se observava um aumento do catabolismo da AMF nesses tecidos, 

nem uma acumulação adicional de [125I] AMF com o tempo. De facto, a AMF quando se 

liga a proteases sofre uma alteração de conformação expondo os locais de ligação aos 

receptores sendo rapidamente eliminada. 

Para além da inibição de proteases, tem-se sugerido outras funções para a AMF. A 

AMF inibe os mediadores da inflamação como a histamina, bradicinina e a prostaglandina 

E2. Por outro lado, foram também descritas propriedades de inibição da quimiotaxia dos 

polimorfonucleares (Van Gool e col., 1982), e Miyanaga e col. (1982), utilizando culturas 

de linfócitos estimulados por vários mitogénios como a ConA, o Lipopolissacarídeo (LPS) 

e a fito-hemaglutinina A (PHA) verificaram que a AMF tinha um efeito inibidor da 
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proliferação dos linfócitos após estimulação por lectinas. Teixeira e col. (1991) também 

verificaram que em culturas de linfócitos estimulados com ConA, a AMF causava uma 

redução da resposta proliferativa em cerca de 60%. 

10. A família das a-macroglobulinas 

A AMF e a DAP pertencem à superfamília das a-macroglobulinas (aMs) que 

contém quer inibidores de proteases, quer componentes do sistema do complemento C3 e 

C4. Os membros desta família são proteínas que se encontram na circulação de peixes, 

anfíbios, pássaros e mamíferos, o que demonstra a sua importância filogenética. Na 

espécie humana, a família das a-macroglobulinas inclui a a2M que é uma proteína do 

plasma normal e a PZP ("pregnancy zone protein") que aparece aumentada na gravidez. 

No rato existe a alM que é uma proteína do plasma normal, a AMF e a "ai-inhibitor III" 

(aiPj) que são proteínas plasmáticas de fase aguda, e a a2M de origem decidual que é 

sintetizada durante a gravidez. A maior parte das aMs são tetrâmeros constituídos por 

quatro sub-unidades idênticas, de cerca de 180 kDa, dispostas em dois pares de sub

unidades ligados por ligações não covalentes, estando estas por sua vez ligadas entre si 

por pontes dissulfureto. São também conhecidas formas diméricas como a PZP e 

monoméricas como a ail3 (tabela 2). A família das aMs apresenta sequências altamente 

conservadas excepto numa zona denominada de "bait region", zona funcional que é 

clivada pelas proteases e que marca as diferenças entre os vários membros da família. 

A a2M humana foi inicialmente isolada por Schultze e col. (1955). A a2M é uma 

glicoproteína contendo aproximadamente 10% em carbohidratos (Dunn e Spiro, 1967). O 

nome a2M indica duas das suas principais características: uma mobilidade electroforética 

igual a uma a2-globulina e um elevado peso molecular. Só alguns anos mais tarde é que 

foram descobertas as propriedades de inibição de proteases que fazem desta proteína uma 

proteína única. Haverback e col. (1962) descobriram que quando a tripsina ou 

quimiotripsina eram adicionadas ao soro formavam complexos com uma proteína com 

uma mobilidade electroforética a2. Estes estudos demonstraram que o local catalítico da 

enzima complexada continuava activo sobre substratos de baixo peso molecular, mas 
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inactivo em relação aos de elevado peso molecular. Posteriormente, veriflcou-se que era a 

a 2 M a molécula responsável pela ligação das proteases. 

Tabe l a 2- Membros da famíla das a-macroglobulinas. 

Proteína Forma Espécie 

cc2M tetrâmero Homem 

C12M tetrâmero Rato 

cqM tetrâmero Rato 
012M tetrâmero Ratinho 
PZP dímero Homem 
C12M dímero Lagosta 

CI1I3 monómero Rato 

Murinoglobulina (MUG) monómero Ratinho 

Barrett e Starkey, em 1973, propuseram que a oc2M formava complexos com as 

proteases segundo um mecanismo que era explicado pela hipótese da "ratoeira" ou "trap 

hypothesis". Segundo esta hipótese, a protease inicia a reacção por corte numa ligação 

peptídica perto do centro da sub-unidade (Barrett e Starkey, 1973; Harpel, 1973). Cerca 

de dez diferentes ligações peptídicas podem servir como o local inicial de corte, 

dependendo da especificidade da protease, mas todas estas ligações peptídicas estão 

localizadas numa pequena sequência denominada de "bait region" (Barrett e Starkey, 

1973; Sottrup-Jensen e col. 1984), cuja sequência é variável de membro para membro da 

família. As proteases ao realizarem a clivagem das "bait regions" originam a hidrólise das 

ligações tioéster da a M , causando uma alteração da conformação da molécula, ficando a 

enzima aprisionada no seu interior por ligações covalentes e não covalentes. Cada sub-

unidade possui uma ligação tioéster. A activação da ligação tioéster P-cisteinil-y-

glutamilo, proporciona um potencial local para a ligação covalente da protease, bem 

como de outros agentes nucleófilos (Sottrup-Jensen e col, 1981). Assim, a ligação da 

protease ocorre por formação de ligações amida entre os grupos amina dos resíduos de 

lisina da protease e os grupos glutamilo da ligação tioéster, segundo a equação a seguir 
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indicada. O local activo da protease permanece livre e a protease retém actividade sobre 

substratos de baixo peso molecular. Todavia, não consegue reagir com substratos de 

elevado peso molecular por impedimento estérico. 

a2M - gly - cys - gly - glu - gl(n) - asn — ^ a2M - gly - cys - gly - glu - gl(n) - asn. 

' I ' l i 
S C=0 NHrlys-PROTEINASE SH 0=C-NH-lys 

I 
PROTEINASE 

A alteração de conformação origina ainda a exposição de locais de ligação a 

receptores de vários tipos de células, os quais estavam previamente escondidos no interior 

da molécula antes da alteração de conformação (Kaplan e Nielsen, 1979). A forma 

transformada da ocM, em contraste com a forma nativa, é rapidamente removida da 

circulação e é interiorizada por endocitose via receptor para a a2M. 

Como foi referido, as ctMs sofrem uma modificação da sua conformação por 

ligação às proteases. No entanto, pode ocorrer um ataque nucleofílico directo às ligações 

tioéster por parte de aminas primárias como a metilamina, que resulta também numa 

alteração da conformação e sem alterações na "bait region" (Bjõrk e Fish, 1982). Esta 

alteração de conformação também leva à exposição dos locais de ligação aos receptores. 

A semelhança na mudança de conformação induzida por proteases e aminas nas várias 

aMs sugere uma complexa interligação entre a clivagem da "bait region" e a clivagem do 

grupo tioéster no controlo do estado conformacional das aMs. 

A a2M é um inibidor das quatro classes de proteases (Barrett e Starkey, 1973). A 

alteração da conformação após reacção com a protease resulta numa contracção e 

organização da molécula que pode ser estudada por várias técnicas. No entanto, a técnica 

mais simples e mais frequentemente usada para monitorizar essa mudança é a 

electroforese nativa em gel de poliacrilamida (Barrett e col. 1979), visto que, após reacção 

com a protease, a mobilidade da a2M está aumentada. Este processo foi referido como a 

transformação da forma de menor mobilidade -s ("slow") na forma -f ("fast") de maior 

mobilidade. 

A a2M é um dímero de dímeros. É possível obter artificialmente dímeros da a2M, 

semelhantes à PZP, funcionalmente activos como inibidores de proteases. Este facto 
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sugere que a a2M é um inibidor bivalente, possivelmente contendo locais independentes 

de ligação de proteases (Sottrup-Jensen, 1994). Por outro lado, a PZP e os dímeros da 

a2M agrupam-se em tetrâmeros após ligação às proteases, sugerindo que os vários 

monómeros interagem para formar um local de ligação da protease no tetrâmero. Quando 

a protease e a oc2M se ligam parece que pelo menos duas "bait regions", mas em muitos 

casos as quatro, sofrem clivagem. A protease ligada inicialmente tem acesso não só à "bait 

region" do outro monómero desse dímero onde ocorreu o ataque inicial, mas também aos 

monómeros do outro dímero. Como resultado, a protease pode ficar ligada aos dois 

monómeros de um dímero e a dois monómeros pertencentes a diferentes dímeros 

(Sottrup-Jensen, 1994). Deste modo, a molécula de a2M constitui uma só unidade 

funcional que pode aprisionar uma ou duas moléculas de protease conforme o seu 

tamanho. A a2M é capaz de ligar duas proteases do tamanho da tripsina mas só consegue 

ligar uma molécula de plasmina, já que a ligação da primeira molécula de plasmina 

parece reduzir o acesso da segunda. 

Vários modelos cinéticos complexos foram propostos para a previsão da 

estequiometria da ligação para diferentes proteases (Larsson e col., 1989). Em 1985, 

Feldman e col., propuseram um modelo para a a2M compatível com os estudos 

estruturais e funcionais realizados até à data. Este modelo ainda hoje é aceite para 

explicar a alteração conformacional da molécula apósjigação às proteases, assim como o 

reconhecimento dos locais de ligação aos receptores, e ainda a previsão estequiométrica 

das razões de ligação proteína/proteases (Fig.5). O modelo refere que as "bait regions" e 

os tioésteres estão localizados centralmente, relativamente juntos e voltados para o lúmen 

da cavidade que se forma na a2M após clivagem da "bait region". 
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Figura 5 - Modelo da estrutura da ct2M. No modelo, a proteína com as suas 4 sub-unidades tem uma 
estrutura cilíndrica com duas metades funcionais e contém dois braços móveis em cada metade. O mecanismo 
de "ratoeira" para reter a protease é realizado pelo movimento desses braços móveis. Os tioésteres estariam 
próximo dos locais de ligação às proteases e do braço móvel de cada sub-unidade, organizados em pares e 
juntos na base dos braços móveis, separados pelo plano que divide a molécula em duas metades funcionais. A 
clivagem do tioéster faria com que o braço móvel se fechasse. 
(A)- Molécula nativa; (B)- Alteração confbrmacional da molécula após reaccção com a protease e exposição 
dos locais de ligação aos receptores representados pelas setas centrais (adaptado de Feldman e col., 1985). 

10.1. A "bait region" 

A "bait region" é uma pequena sequência de aminoácidos que contem vários locais 

susceptíveis à clivagem por parte das proteases. Esta região apresenta uma grande 

diversidade de sequências, em tamanho e composição, entre diferentes aMs, já que a 

restante sequência é homóloga entre membros, e a "bait region" fica compreendida entre 

áreas altamente conservadas (Sottrup-Jensen e col., 1989). 

Os locais susceptíveis à clivagem proteolítica foram já identificados e 

correspondem de um modo geral às necessidades de especificidade de substrato das 

proteases. A diversidade das "bait regions" resulta num diferente comportamento das 

várias aMs em relação às diferentes proteases. Assim, várias proteases como a tripsina, 

quimiotripsina, elastase pancreática e leucocitária reagem rapidamente com a oc2M 



60 

humana, enquanto que proteases como a trombina e activadores do plasminogénio reagem 

lentamente. Por outro lado, a colagenase derivada dos fibroblastos humanos cliva as "bait 

regions" da oc2M humana e da oclM do rato rapidamente, mas muito lentamente as da 

ail3 do rato e da PZP humana. 

10.2. A ligação tioéster 

Os tioésteres internos foram só encontrados nas aMs e nas proteínas do 

complemento C3 e C4. Na família das aMs, as ligações tioéster existem em todos os 

membros excepto nas aMs do ovo (Sottrup-Jensen, 1994). O tioéster está localizado num 

extremo de uma região altamente conservada na família e que é constituída por cerca de 

200 resíduos. A sequência conservada da região do tioéster é gly-cys-gly-glu-gln-asn. A 

formação do tioéster parece ocorrer por ataque directo do grupo tiólico à amida da gln 

sendo a ligação cys-glu projectada para o interior da molécula (Fig. 6) 
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Figura 6 - Mecanismo proposto para a formação do tioéster no interior da molécula da a2M A sequência 

conservada da região do tioéster nas aM é a sequência gly-cys-gly-glu-gln A formação do tioéster ocorre 

por ataque do grupo tiólico da cisteína ao grupo amida da glutamina (retirado de Feinman, 1994) 
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Na molécula da aM o tioéster estará provavelmente localizado numa pequena 

bolsa hidrofoba parcialmente inacessível aos solventes. Como resultado da clivagem da 

"bait region" os tioésteres emergem das bolsas hidrofobas onde estavam escondidos e 

reagem com agentes nucleófílos incluindo os grupos e-amina dos resíduos de lisina da 

protease. Assim, como resultado da clivagem da "bait region" a reactividade do tioéster 

fica muito aumentada por um curto espaço de tempo, durante o qual reage rapidamente 

com agentes nucleófílos, podendo ocorrer a ligação covalente com a protease (Sottrup-

Jensen e col., 1981). O bloqueio dos resíduos de lisina da protease reduz 

significativamente a ligação covalente da protease, sugerindo que esta ligação será 

realizada sobretudo à custa da formação de ligações amida e-lys(protease)—y-glu(aM). 

No entanto, na ligação covalente poderão estar também envolvidos não só os grupos 

amina mas também os grupos OH da ser, thr e tyr e os átomos N dos resíduos de his 

(Sottrup-Jensen, 1994). Por outro lado, pequenas aminas primárias como a metilamina 

podem penetrar nas bolsas hidrofobas e reagir com os tioésteres na ausência de proteases. 

Esta reacção causa uma mudança de conformação que é praticamente idêntica à causada 

pela protease (Gonias e col., 1982). No entanto, o acesso ao tioéster nas otMs nativas pode 

ser difícil se se tratar de uma amina ramificada, como a dimetilamina, e com as aminas de 

maior peso, como a n-buti lamina. 

10.3. O local de ligação aos receptores 

O local de ligação aos receptores está localizado num domínio de 138 resíduos no 

terminal carboxílico, nos extremos dos braços da ot2M. Este domínio pode ser obtido por 

digestão parcial das ocMs tratadas com metilamina. Tomando este domínio isoladamente, 

verifíca-se que a ligação aos receptores celulares é específica mas de baixa afinidade, o 

que sugere que outras partes da estrutura da aM são importantes para a manutenção da 

estrutura própria desse domínio (Sottrup-Jensen e col., 1986). A oc2M nativa não é 

reconhecida pelos receptores e permanece no plasma, enquanto a a2M complexada, quer 

com proteases quer com aminas, é rapidamente reconhecida pelos receptores existentes 

nos hepatócitos, fíbroblastos, monócitos/macrófagos e sinciciotrofoblasto e rapidamente 
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eliminada da circulação (Jensen e col., 1988; Coukos e col., 1994). O tempo de semi-vida 

dos complexos em circulação é cerca de 2-5 min. A ligação com os receptores celulares é 

de alta afinidade (Kd=l nM, a 4°C) e independente do tipo de protease complexada 

(Enghild e col., 1989). 

O receptor da a2M foi isolado e clonado, sendo surpreendentemente idêntico ao 

receptor das LDL, o "LDL-receptor-related protein" (LRP) (Strickland e col., 1990). A 

sequência de acontecimentos que levam à interiorização por endocitose e degradação dos 

complexos de oc2M-proteases poderá ser análoga à das lipoproteínas de baixa densidade 

(LDL). Mais recentemente, Misra e col. (1994) identificaram em macrófagos um segundo 

tipo de receptor para a a2M, com proteína G acoplada e transdutor de sinal intracelular 

envolvendo um aumento de Ca2+ e de inositol trifosfato. Embora a função exacta deste 

receptor não seja conhecida, foi sugerido que ele poderia estar envolvido na regulação da 

função dos macrófagos, controlando a produção de proteinases, prostaglandin E2 e 

agentes quimiotácticos (Chu e col., 1994). 

10.4. A função das ot-macroglobulinas 

As funções da família das aMs não são totalmente conhecidas. No entanto, não 

foram ainda detectados estados de deficiências em a2M no Homem. Isso pode significar 

que essa deficiência ou é fenotipicamente silenciosa ou letal in utero. Várias funções 

biológicas têm sido atribuídas às aMs. A primeira função a ser descoberta foi a 

capacidade de inibição de proteases. As aMs poderão ter um papel importante no controlo 

da actividade das proteases, não porque exerçam uma inibição directa sobre os seus locais 

activos, mas porque formam complexos com as proteases que são rapidamente removidos 

da circulação. É evidente que existem inibidores de proteases específicos, tanto em 

circulação como nos tecidos, nias as aMs, para além de exercerem o controlo sobre as 

proteases, podem funcionar como reserva em determinadas condições, relativamente a 

outros inibidores, que eventualmente entrem em exaustão, em processos como a 

coagulação e a fibrinólise. 
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As proteases alvo para as aMs podem ser as encontradas na matriz extracelular 

que participam no crescimento e remodelação tecidulares ou podem ser as libertadas 

durante o metabolismo celular. A indução da síntese da PZP na circulação materna, da 

a2M na circulação materna e tecidos fetais do rato e nos estados inflamatórios (Gehring e 

col., 1987) sugere que as aMs fazem aumentar o potencial existente para a depuração de 

proteases nestas condições. Na família das metaloproteases, a colagenase intersticial é 

rapidamente inibida pela a2M. A relativa importância da oc2M em relação aos membros 

da família TIMP ("tissue inhibitor of metalloproteinase") na regulação das colagenases 

dependerá provavelmente das concentrações relativas de cada inibidor em cada ambiente. 

A oc2M é também um inibidor da catepsina D (Thomas e col., 1989) e da catepsina B 

(Starkey e Barrett, 1973). Assim, muitas das proteases que estão potencialmente 

envolvidas na invasão tumoral e metástases reagem com a a2M. Por controlo da 

actividade das proteases, as aMs podem modular reacções na resposta imunológica 

(Hubbard e col., 1981) e podem também contribuir para os mecanismos de defesa contra 

agentes patogénicos invasores. 

A forma nativa da a2M e a activada apresentam diferentes efeitos nos ensaios 

biológicos. A a2M complexada com proteases diminui a resposta dos linfócitos T a 

mitogénios, antigénios e aloantigénios (Hubbard e col., 1981; Mannhalter e col., 1986; 

Hoffman e col., 1987; Heumann e Vischer, 1988; Petersen e col., 1989). Esses efeitos 

foram explicados por Mannhalter e col. (1986) que propuseram que o alvo dos complexos 

de a2M-proteases seriam as interleuquinas estimuladoras dos linfócitos T. De facto, 

estudos subsequentes demonstraram que a IL-2 era degradada e inactivada pelas proteases 

ligadas à a2M (Borth e Teodorescu, 1986). Por outro lado, a a2M nativa potencia a 

resposta T contra alguns antigénios (Mannhalter e col., 1986), que poderão Hgar-se à a2M 

ficando protegidos de proteólise. Além disso, a a2M poderá funcionar como transportador 

de antigénios para dentro dos macrófagos por ligação ao receptor e endocitose, 

amplificando o processamento, do antigénio e a sua apresentação aos linfócitos T (Chu e 

Pizzo, 1993). 

A função das aMs como transportadoras de outras moléculas é já conhecida desde 

algum tempo. Em 1982, Koo propôs que a actividade supressora de tumores exibida pela 

a2M, purificada do plasma de ratinho, era devida ao facto de a a2M ser um transportador 
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de moduladores da resposta imune. Outros investigadores também sugeriram este efeito 

transportador para explicar actividades da a2M na resposta imune (Hubbard e col., 1981 ). 

De facto, mais recentemente foi descoberta a propriedade de ligação da a2M a citoquinas 

e factores de crescimento e a lista de ligandos tem vindo a aumentar de ano para ano. 

Assim temos como ligandos: a IL-lp (Borth e Luger, 1989; Borth e col., 1990), a IL-6 

(Matsuda e col., 1989), a IL-2 (Legrès e col., 1995), o factor de crescimento plaquetário 

("platelet derived growth factor"-PDGF; Huang e col. 1984), o factor de crescimento 

fibroblástico básico ("basic fibroblast growth factor"-bFGF; Dennis e col., 1989), o factor 

de crescimento de nervos ("nerve growth factor"-NGF; Ronne e col., 1979), o TGF-P1 

(Huang e col.,1988; O'Connor-MacCourt e Wakefield, 1987), o TGF-p2 (LaMarre e col., 

1990a,b; Danielpour e Sporn, 1990; Webb e col., 1994), o TNF-a (Wollenberg e col., 

1991), a insulina (Chu e col., 1991), o factor de crescimento epidérmico ("epidermal 

growth factor"-EGF; Gettins e Crews, 1993) e a hormona do crescimento (Kratzsch e col., 

1996). 

Em alguns casos a oc2M promove um aumento da actividade das citoquinas 

enquanto que em outros causa uma inibição dessa actividade. Assim, a ligação das 

citoquinas à a2M é um assunto controverso e já lhe foram atribuídos possíveis papéis 

fisiológicos como a eliminação de citoquinas, a protecção das células vizinhas dos efeitos 

tóxicos das citoquinas, a protecção das citoquinas da digestão por proteinases e o 

transporte de citoquinas até às células alvo que apresentem receptores para a a2M. 

O modo como a oc2M liga as citoquinas é também um assunto controverso e 

muitos estudos contraditórios foram publicados, provavelmente devido ao facto de os 

estudos iniciais não levarem em conta o estado conformacional da molécula. O tipo de 

interacção entre a a2M e as citoquinas varia, existindo diferenças na afinidade destas 

moléculas para a a2M segundo o seu estado conformacional. A oc2M pode interagir com 

as citoquinas segundo três mecanismos (tabela 3). O primeiro mecanismo pode ser 

exemplificado pelo TGF-pi e P2. Estas citoquinas ligam-se à forma "fast" (Huang e 

col.,1988; LaMarre e col., 1990a,b; Hall e col.,1992) e a interacção é predominantemente 

não covalente e reversível. Outras citoquinas interactuam por um mecanismo que 

primariamente envolve intercâmbio tiol-dissulfureto como é o caso da IL-ip (Borth e col., 

1990). Antes da hidrólise ou aminólise da ligação tioéster, a a2M não possui resíduos de 
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cisteína livres, pelo que o mecanismo de intercâmbio tiol-dissulfureto é limitado 

exclusivamente à forma "fast". O terceiro mecanismo de interacção da a2M com as 

citoquinas é o que se verifica com a insulina. Esta liga-se por ataque nucleofílico aos 

tioésteres nascentes durante a alteração da conformação (Chu e col., 1991). O mesmo 

mecanismo se verifica em relação ao EGF (Gettins e Crews, 1993). Aparentemente, a 

a2M parece ser uma molécula predisposta a ligar todas as citoquinas existentes nas 

células, mas foram já descritas citoquinas como o interferão-y (Gonias e col., 1989) e o 

CSF (Hussaini e col., 1990) que não demonstram afinidade significativa para com a a2M. 

Tabela 3- Ligação de citoquinas e factores de crescimento à o2M. 

Autores citoquina tipo de ligação 

Ronnee col. (1979) NGF à forma "slow" 
Huang e col. (1984) PDGF à forma "slow" 
O'Connor e col. (1987) TGF-pi à forma "slow" 
Huang e col. (1988) TGF-pi à forma "fast" 
Matsudaecol.(1989) IL-6 à forma "slow" 
BortheLuger(1989) IL-lp à forma "fast" 
Dennis e col. (1989) bFGF à forma "slow" 
Gonias e col. (1989) interferão-y sem afinidade 
Hussaini ecol.(1990) CSF sem afinidade 
Danielpour e Sporn (1990) TGF-P2 à forma "fast" 
LaMarreecol.(1990) TGF-p2 à forma "fast" 
Wollenberge col. (1991) TNF-a à forma "fast" 
Chu ecol.( 1991) insulina à forma "nascente" 
Hall ecol.( 1992) TGF-pl à forma "fast" 
Gettins e Crews (1993) EGF à forma "nascente" 
Webb e col. (1994) TGF-p2 à forma" slow" 
Legrèsecol. (1995) IL-2 à forma"slow", "fast 
Kratzsche col. (1996) Horm. crescim. à forma "fast" 

Em condições patológicas a actividade antiproteásica da a2M pode ser muito 

importante, não se sabendo se em condições fisiológicas normais a regulação de 

proteases, como a plasmina ou a colagenase intersticial, pela oc2M assume um papel 
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relevante. Por outro lado, a ligação da oc2M a citoquinas poderá resultar numa modulação 

das suas actividades, exercendo assim a a2M um papel importante na concentração final 

de factores de crescimento e citoquinas disponíveis para a célula. No entanto, o 

significado biológico destas interacções não está esclarecido, sendo necessários estudos 

mais detalhados. O modelo da Fig. 7, tenta explicar as interações que podem ocorrer entre 

a a2M e as citoquinas. 

CYTOKINE 
UPTAKE 
PATHWAY 

Uptake of 
Specific 

Cytokines 

Slow-form 
a2M 

Fast-form i. Cytokine-
Fast-form 

oujM Complex 

SECRET! 
CELLULAR 

PROTEIMASES 

? CYTOKINE 
DISSOCIATION 
PATHWAY 

Cytokine 

Slow-lorm Fast-form 
a^-Cytokine — > a^-Cytokine 

Complex ^ f Complex 

Figura 7 - A a2M reage com as quatro principais classes de proteases celulares. A reacção com a protease 
provoca uma modificação conformacional na molécula de cc2M e uma alteração na afinidade para as 
citoquinas. A captura e libertação de citoquinas pela cc2M em resposta a proteases celulares poderá funcionar 
como um mecanismo para regulação autócrina e parácrina do crescimento celular (retirado de Gordas, 1992). 

As células secretam proteases que reagem com a cc2M e alteram a sua 

conformação modificando a sua afinidade para as citoquinas. Aparentemente, a alteração 

do estado conformacional proVoca um aumento da ligação a citoquinas não sendo ainda 

claro se a alteração de conformação determina uma libertação de citoquinas ligadas, como 

foi proposto neste modelo. De qualquer forma e de acordo com este modelo, a a2M é 

capaz de regular o crescimento, diferenciação e outras propriedades celulares de um modo 

parácrino e autócrino. De facto, após a ligação aos receptores de membrana da a2M, as 
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diferenças nos mecanismos de ligação entre os diferentes ligandos e a a2M podem 

determinar a sua rota nas vias endocíticas/lisossómicas celulares. Assim, peptídeos 

irreversivelmente ligados poderão ser internaiizados com a a2M e sofrerem proteólise, 

enquanto os que estão ligados reversivelmente podem dissociar-se e actuar 

intracelularmente, funcionando neste caso a a2M como um simples transportador do 

ligando para o interior da célula. 

> 
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OBJECTIVOS 

Tal como o Homem o Rato apresenta uma placentação do tipo hemocorial e por 

isso tem sido usado como modelo nos estudos que permitem elucidar como os 

compartimentos materno-fetais interactuam e as consequências desta interacção no bem 

estar fetal. Estes animais são particularmente importantes na análise dos processos que 

ocorrem no início da gravidez, especialmente nos períodos de peri-implantação e pós-

implantação e no estudo dos efeitos in vivo de tratamentos maternos. Além disso, os 

roedores são um modelo muito útil para elucidar quais os tipos celulares e os mecanismos 

responsáveis por patologias da gravidez. Estudos recentes demonstraram a existência de 

uma complexa rede de interacções celulares e de citoquinas que asseguram o adequado 

crescimento da unidade feto-placentária. Perturbações nessa rede de citoquinas podem 

resultar num mau funcionamento da placenta e originar complicações como pre

eclampsia e atraso de crescimento intrauterine No entanto, não se sabe ainda quais os 

tipos de células que especificamente contribuem para a produção de citoquinas e qual a 

sua localização nos locais de implantação. Uma área que tem sido de algum modo 

negligenciada é o tecido decidual, ou decidua, o tecido materno que está directamente em 

contacto com o trofoblasto. A principal proteína sintetizada pela decidua humana é uma 

proteína, a IGFBP-1, que liga o factor de crescimento tipo insulina-IGF-I. A sua função na 

decidua e na gravidez não é ainda conhecida. No entanto, na mãe, baixos níveis séricos de 

IGF-I estão associados com disfunção placentária e baixo peso à nascença, assim como, 

baixos níveis no cordão umbilical estão associados a retardamento de crescimento 

intrauterine. No rato, a principal proteína sintetizada pela decidua é a proteína associada à 

decidualização-DAP, uma oc2-macroglobulina. Esta proteína tecidular possui 

características imuno e físicoquimicas semelhantes a uma a2-macroglobulina plasmática 

de fase aguda (AMF). Um dos objectivos deste trabalho foi pesquisar, a nível estrutural, 

possíveis diferenças existentes entre a a2M circulante e decidual. Deste modo, em 

primeiro lugar, deu-se uma particular atenção à sequenciação do DNA nas regiões 

correspondentes às "bait regions" da DAP e AMF, uma vez que é esta a região que 

apresenta diferenças entre os vários membros da família das a-macroglobulinas, sendo as 

restantes sequências altamente conservadas. No âmbito dos estudos estruturais pretendeu-
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se ainda verificar se uma possível diferença na composição em ácido siálico, entre as duas 

proteínas, era a responsável pela diferença de pontos isoeléctricos existentes. 

Vários autores demonstraram em relação à a2M humana a capacidade de ligação a 

proteases, citoquinas e factores de crescimento. Sendo a DAP, tal como a AMF, uma a2M 

que apresenta propriedades de inibição de proteases, começámos por estudar a possível 

ligação da DAP e AMF à interleuquina-6, citoquina sintetizada pela decidua. Por outro 

lado, sendo a principal proteína sintetizada pela decidua humana, uma proteína que liga os 

IGFs, e tendo estes factores um importante papel na gravidez, pretendeu-se determinar se 

a DAP, o principal produto sintetizado pela decidua do rato, poderia ter uma função 

equivalente à IGFBP-1 no ser humano. Para tal procedeu-se a estudos para averiguar a 

ligação da DAP e da AMF ao IGF-I e a existência de possíveis diferenças funcionais entre 

as duas proteínas. 

A determinação dos locais de síntese, e dos diferentes tipos de células que poderão 

expressar a DAP, poderão dar informações importantes sobre a sua função na gravidez. 

Assim realizou-se, por hibridização in situ, um estudo da distribuição espacial e temporal 

da DAP e dos IGFs ao longo da gravidez, por forma a determinar quais as possíveis 

interrelações anatómicas na interface maternofetal, esclarecer a possível função da DAP 

no tecido decidual durante a gravidez e a sua relação com os factores de crescimento tipo 

insulina. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

1. Materiais biológicos 

Estirpes bacterianas 

E. coli DH5a, E. coli TG2. 

Vector 

Utilizou-se o plasmídeo pBluescript KS (+/-) cujas características estão descritas no 
apêndice. 

Animais 

Ratos da estirpe Wistar (200-250g) foram criados em biotério com condições de 

12hs luz do dia/ 12hs noite, com comida e água ad lib. Na manhã seguinte ao 

acasalamento, realizaram-se esfregaços vaginais. A presença de espermatozóides, foi 

considerada como indicativa do \q dia de gravidez. A indução do deciduoma realizou-se 

no 5- dia de gravidez. Sob o efeito anestésico do éter fez-se uma pequena incisão na zona 

dorsal lateral por onde se exteriorizou parte do corno uterino. Injectaram-se 0,5 ml de 

óleo de amendoim no lúmen uterino. A mesma operação foi realizada para cada corno 

uterino. Todos os ratos foram mortos por distensão cervical após anestesia com éter. 

Quando necessária a fixação para a realização de blocos de parafina, os úteros foram 

imediatamente colocados em formol a 10%. Para a obtenção do tecido decidual os úteros 

foram removidos, seguindo-se a dissecção da decidua do endométrio e tecidos fetais 

segundo o método descrito por Bell (1979b). 

A indução do estado inflamatório foi efectuada em machos por injecção subcutânea, 

na zona interior de cada coxa de 1 ml de terebentina em óleo de amendoim (1:1, v/v). 

Para a preparação de plasma de fase aguda colheu-se o sangue em heparina por punção 

cardíaca, 48 hs após a indução. Para a obtenção de soro de fase aguda o sangue foi 

centrifugado a 3.000 g durante 20 min. Para a preparação de RNA total, o fígado foi 

retirado 20 hs após indução do estado inflamatório. 
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2. Sequenciação das zonas correspondentes às "bait regions" da DAP e 
AMF 

Tecido 

1 ' 

(A+)mRNA 

I 
cDNA 

Produto de PCR 

Clonagem 

I. 
Sequenciação 

O esquema representa a estratégia seguida para a sequenciação das zonas dos 

cDNAs correspondentes às "bait regions" da AMF e DAP. Partindo de poly(A)+ RNA, 

isolado de fígado de fase aguda e de decidua do 12Q dia de gravidez, sintetizaram-se os 

respectivos cDNAs por acção da transcriptase reversa. Efectuou-se a amplificação por 

PCR, usando os cDNAs como molde e "primers" desenhados de modo a possuirem uma 

elevada homologia para a região conservada, na vizinhança da "bait region" das oc2-

macroglobulinas de rato e humana. Foi assim amplificada a zona de cDNA contendo a 

sequência codifícante para a "bait region". Seguiu-se a clonagem dos produtos de PCR e 

sequenciação do DNA correspondente à "bait region" da DAP. 

-AAAA 
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2.1. Extracção de RNA total e isolamento de RNA poli(A)+ 

Para a extracção de RNA total foi usada uma modificação da técnica descrita por 

Chomczynski and Sacchi (1987). O RNA total foi separado dos seus contaminantes por 

extracção com fenol/clorofórmio passando para a fase aquosa, livre de DNA e proteínas. 

Na fase aquosa fez-se a precipitação com isopropanol. 

Em dois tubos com 12 ml de solução desnaturante (tiocianato de guanidina 4 M, 

citrato de sódio 42 mM, pH 7, P-mercaptoetanol 0,2 mM, N-laurilsarcosina 0,83%) 

colocaram-se separadamente lg de tecido decidual, do 12° dia de gravidez, e lg de fígado, 

20 hs após indução de um estado inflamatório. Após homogenização no "Polytron" 

(Politron Ultra-Turrax, T 25, Janke and Kunkel, KA) durante 30-60 seg, adicionou-se 1,2 

ml de acetato de sódio 2 M, pH 4, e agitou-se por inversão. Para a extracção do RNA 

adicionou-se 12 ml da mistura fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25/24/1), agitando 

vigorosamente durante 20 seg. Deixou-se em gelo durante 15 min. Transferiu-se a mistura 

para um tubo Sorvall e centrifugou-se a 10.000 g durante 20 min a 4o C. Removeu-se 

cuidadosamente a fase aquosa para outro tubo igual e precipitou-se o RNA por adição de 

igual volume de isopropanol, ficando a -20° C durante 1 h ou durante a noite. A mistura 

foi centrifugada a 10.000 g durante 20 min a 4o C. Ressuspendeu-se o "pellet" com 5 ml 

de solução desnaturante e adicionou-se igual volume de isopropanol para precipitação do 

RNA. Centrifugou-se novamente a 10.000 g a 4o C durante 20 min e o sedimento foi 

lavado com etanol a 70% arrefecido a 4o C. Deixou-se secar o sedimento e ressuspendeu-

se em 2 ml de água destilada tratada com DEPC. 

Retirou-se uma alíquota do mRNA isolado e adicionou-se tampão de amostra estéril 

(50% glicerol, 0,001 g de azul de bromofenol, DEPC 0,1%). Procedeu-se à electroforese 

num gel de agarose a 1,5% contendo 1 JLII de brometo de etídio (10 mg/ml), em tampão 

lxTAE, durante 1-2 hs, a 70-80 volts. Foi utilizado o equipamento da H.S.I. (Hoefer 

Scientific Instruments, USA), unidade "Max Submarine, Agarose Gel Unit, Model HE 

99". 

A concentração de mRNA foi determinada espectrofotometricamente no "Shimazu-

UV-260" (Shimazu Corporation Japan) no comprimento de onda de 260 nm, utilizando 

como unidade de conversão: 1 unidade de A26O de RNA = 40 ng/ml 
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A razão entre as absorvâncias a 260 nm e 280 nm (A260/A28O) fornece uma 

estimativa do grau de pureza do ácido nucleico. Os valores compreendidos entre 1,8 e 2,0 

correspondem a preparações de ácidos nucleicos suficientemente puras. 

A preparação de RNA poly (A)+ foi feita com o "kit" PolyATract™ Promega. Este 

sistema usa partículas paramagnéticas contendo estreptavidina acoplada ("streptavidin 

MagneSphere™ particules") e um "primer" oligo(dT) biotinilado que vai hibridar com o 

terminal 3' da região poly (A)+. Os produtos resultantes da hibridização são capturados 

através de um suporte magnético que atrai as partículas paramagnéticas. O RNA foi 

eluído da fase sólida por adição de água destilada tratada com DEPC. 

Em tubo estéril adicionou-se 1,5 mg de RNA total e água destilada tratada até 

perfazer o volume de 2,43 ml. Após incubação a 65 ° C, durante 10 min (reacção de 

desnaturação), foi imediatamente adicionada 10 JLÍI de sonda biotinilada oligo dT (150 

pmols) e 60 JLAI de tampão 20x SSC, deixando a reacção decorrer à temperatura ambiente 

durante 3 hs (reacção de "annealing"). Dispersaram-se as partículas magnéticas por 

agitação suave do fundo do tubo. Capturaram-se as partículas colocando o tubo no suporte 

magnético. Após a remoção do sobrenadante, lavaram-se as partículas 3 vezes com 0,5x 

SSC (1,5 ml por lavagem). No final de cada lavagem as partículas foram capturadas no 

suporte magnético e o sobrenadante foi cuidadosamente removido. Ressuspenderam-se as 

partículas em 0,5 ml de 0,5x SSC, juntou-se o conteúdo da reação de "annealing" e 

incubou-se à temperatura ambiente durante 10 min. Capturaram-se as partículas que 

contêm o RNA em suporte magnético e removeu-se cuidadosamente o sobrenadante. 

Seguiram-se 4 lavagens com 0,lx SSC (1,5 ml por lavagem). A eluição do mRNA ocorreu 

com a ressuspensão das partículas em 500 ul de água destilada livre de RNAases 

fornecida no "kit". Capturaram-se as partículas com o suporte magnético e retirou-se a 

fase aquosa contendo o RNA para tubo estéril fornecido no "Kit". Em seguida, verifícou-

se a qualidade do RNA poly (A)+ por electroforese em gel de agarose e determinou-se a 

sua concentração, como referido anteriormente. Concentrou-se o RNA poly (A)+ por 

precipitação com acetato de sódio 3 M, pH 5,2, e isopropanol (1/10) a -20°C, pelo menos 

durante Ih. 
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2.2. Síntese de cDNA de cadeia simples 

A cadeia de cDNA foi sintetizada a partir dos RNA poly (A)+ do tecido decidual e 

do fígado de fase aguda usando o "Kit" da Gibco contendo como transcriptase reversa a 

enzima "Moloney Murine Leukemia Virus RNase H" Reverse Transcriptase" (Gibco, 

BRL). Realizou-se a reacção, em tubo "eppendorf', por adição sucessiva de 7 ul de água, 

5 u,l (5 ug) de RNA poly (A)+ e 4 ul de oligo (dT) (500 ug/ml). Incubou-se durante 10 

min a 70 ° C e imediatamente a seguir arrefeceu-se em gelo. Adicionou-se 4 fil de tampão 

de reacção fornecido pelo "Kit" (Tris/HCl 250 mM, KC1 375 mM, MgCl2 15 mM), 1 ul 

DTT 0,1M, 1 ul do "stock" misto de dNTPs (contendo 10 mM de dATP, dGTP, dCTP e 

dTTP), 2 ul (5 000 units) do inibidor de RNAases "Human placental ribonuclease 

inhibitor" e 1 ul da transcriptase reversa (200 U). Colocou-se a 37 °C, durante 1 h e 

posteriormente a 95 ° C, durante 10 min. Após incubação, adicionaram-se 80 ul de água 

destilada. A concentração do produto de reacção foi determinada por leitura da 

absorvância a 260 nm, como referido para o RNA (1 unidade de A260-de DNA=33 

ug/ml). Como controlo negativo foram utilizadas as mesmas amostras às quais não foi 

adicionada a enzima. 

2.3. "Polymerase Chain Reaction" (PCR) 

Realizou-se a amplificação da zona de cDNA pretendida por PCR, usando os 

cDNAs como molde e "primers" específicos para as zonas do DNA a amplificar. Para o 

desenho dos "primers", alinharam-se em computador (programa PC Gene) as sequências 

de cDNA já descritas da a2M de rato e humana. Como as oc-macroglobulinas constituem 

uma família de proteínas de elevada homologia, à excepção da região funcional da "bait 

region", as sequências dos "primers" foram desenhadas de modo a possuírem uma elevada 

homologia para a região conservada, na vizinhança da "bait region" imediatamente antes 

do início desta região e imediatamente após o seu final. 
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Usou-se como "primer sense" a sequência 5-GACCTCACTGGCTTCCCT-3' e 

como "primer anti-sense" a sequência 5'-ACCACCACCAAGTCCCAG-3'. Estas 

sequências de oligonucleotides foram sintetizadas no Gene Assembler Plus (Pharmacia). 

As reacções de amplificação realizaram-se no "termocycler 60 bio-med" (B. Braun) 

segundo o protocolo do "kit" GeneAmp* PCR (Perkin Elmer Cetus). Após várias 

experiências, usaram-se como condições óptimas de amplificação: temperatura de 

"annealing" 55°C, concentração de "primers" 0,1 mM, concentração de DNA 125 ng e 34 

ciclos de amplificação. Utilizou-se a enzima AmpliTaq DNA polimerase (Perkin-Elmer, 

Cetus) e concentrações finais de 200 uM de cada dNTP. Em condições optimizadas, a 

amplificação realizou-se num volume final de 100 \ú constituído por: x ^1 de DNA 

(concentrações variaram entre 50 e 200 ng), 2 \x\ de cada dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e 

dTTP, Boeheringer Manheim) numa concentração final de 10 mM, 10 jul de lOx tampão 

de PCR [100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 500 mM KC1, 15 mM MgC12, 0,01% (p/v) gelatina, 

Perkin-Elmer, Cetus], 0,05-0,2 |LIM de cada "primer" e o volume foi completado com água 

destilada estéril. Usaram-se como condições de reacção: desnaturação prévia a 98° C 

durante 5 min seguida de 34 ciclos. No Io ciclo fez-se uma desnaturação a 98° C durante 

5 min seguida de 30 seg a 55°C e 2 min a 72°C. No fim deste ciclo adicionou-se 0,5 ju.1 

(2,5 U) da enzima AmpliTaq DNA polimerase. Seguiram-se 34 ciclos constituídos por 

desnaturação (15 seg a 96°C), "annealing" (30 seg a 55 °C) e síntese (2 min a 72°C). 

Foram amplificados os DNA correspondentes às "bait region" da DAP e AMF, usando-se 

como controlo DNA genómico de rato. Como controlo negativo, na reacção de 

amplificação o DNA foi substituído por água. 

Alíquotas (15-20 jul) dos produtos de PCR obtidos foram analisadas por 

electroforese em gel de agarose a 3% (Nusieve GTG) contendo 1 \ú de brometo de etídio 

(10 mg/ml), em tampão lx TAE durante 3 hs, a 45 volts. Determinaram-se os pesos 

moleculares dos fragmentos usando como padrão de DNA X digerido com Hindlll e X 

digerido com PvuU. Foi utilizado o equipamento da H.S.I. (Hoefer Scientific Instruments, 

USA), unidade "Max Submarine, Agarose Gel Unit, Model HE 99". 
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2.4. Isolamento de DNA de plasmídeo 

Foi usado o "kit" da Promega-"Magic Minipreps™ DNA Purification System". 

Centrifugaram-se 2 a 3 ml de uma cultura ON de E. coli. Ressuspenderam-se as células 

em 200 u.1 de solução de ressuspensão (50 mM, pH 7,5, 10 mM EDTA, 100 ug RNase A) 

e transferiram-se para "eppendorf'. Juntaram-se 200 ul de solução de lise (0,2M NaOH, 

1% SDS) e misturou-se por inversão. Adicionaram-se 200 ul de solução de neutralização 

(2,5 M KOAc, pH 4,8) e misturou-se novamente por inversão. Centrifugou-se 5 min a 

14.000 r.p.m. e separou-se o sobrenadante para outro "eppendorf'. Adicionou-se 1 ml de 

resina "Magic Minipreps DNA Purification", misturou-se por inversão e aplicou-se na 

mini-coluna "Magic Minipreps Columns". Lavou-se a mini-coluna com 2 ml de solução 

de lavagem (200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, diluída a 1:1 em 

etanol absoluto). A secagem da mini-coluna foi feita por microcentrifugação, durante 20 

seg. Adicionaram-se 50 ul de água pré-aquecida a 65°C e ao fim de 1 min o DNA de 

plasmídeo foi eluído da coluna por microcentrifugação, durante 20 seg. Uma alíquota do 

DNA foi analisado em gel de agarose a 1% contendo 1 ul de brometo de etídio (10 

mg/ml), em tampão lx TAE, durante 1-2 hs, a 70-80 volt. Conservou-se o DNA 

plasmídico a -20°C. 

2.5. Preparação de células competentes 

Inocularam-se 5 ml de meio de cultura LB (vêr apêndice) com uma colónia 

isolada de E. coli DH5a, repetindo o processo para uma colónia isolada de E. coli TG2, e 

incubaram-se durante a noite, a 37 ° C. Inocularam-se 200 ml de meio LB com 2 ml da 

cultura que cresceu durante a noite, e incubou-se a 37° C, com agitação, durante cerca de 

2 hs até a densidade óptica a 600 nm ser da ordem dos 0,3-0,4. Após incubação em gelo 

durante 30 min, a cultura foi centrifugada a 2.000 g durante 5 min, a 4o C. Rejeitou-se o 

sobrenadante e o sedimento foi cuidadosamente ressuspenso em 20 ml de CaCl2 10 mM 

estéril e arrefecido em gelo e colocou-se em gelo durante 30 min. Centrifugou-se a 2.000 

g durante 5 min, a 4°C Rejeitou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 10 
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ml de 10 mM CaCl2 estéril. As células obtidas apresentam o máximo de competência ao 

fim de 16 horas e mantêm-se viáveis durante 4 dias, a 4°C. Quando não se utilizaram de 

imediato, foram congeladas em 10% de glicerol e conservadas a -70°C. 

2.6. Clonagem dos produtos de PCR 

O fragmento de DNA correspondente à "bait region" da DAP, obtido por PCR, foi 

clonado no vector pBluescript KS (pKS) por ligação coesiva das respectivas extremidades 

de acordo com a metodologia apresentada no ponto 2.6.1. A identificação de clones foi 

efectuada por "colony screening" (Sambrook e col. 1989) utilizando como sonda os 

produtos de PCR. 

2.6.1. Ligação de fragmentos de DNA 

Realizou-se uma análise de restrição ao vector pKS com as enzimas de restrição 

Pst I, EcoRV, Pvul, Pvull e também uma digestão dupla com BamHl e HindUL. Aferiu-se 

a pureza do vector e realizou-se uma reacção de PCR para adição de dTTP ao vector pKS 

(5ug) cortado com EcoRV. Num volume de 100 ul adicionou-se 2,5U de Taq DNA 

polimerase em tampão apropriado e o dTTP como único nucleótido, na concentração 

final de 20 uM. A reacção efectuou-se a 72 °C, durante 2 hs. O DNA foi extraído com 

fenol e precipitado com 3M acetato de sódio (0,1 vol) e etanol ( 1 vol) a -20°C Efectuou-

se nova reacção de PCR nas condições anteriores com posterior extracção fenólica. 

A banda contendo o "insert" (fragmento de DNA correspondente à "bait region" da 

DAP, resultante da reacção de PCR) foi cortada do gel de agarose "low melting", 

derretida a 65°C, durante 10 min, e depois conservada a 37°C Determinaram-se as 

concentrações de vector e "insert" a utilizar, de modo a que a razão molar do vector para o 

"insert" fosse de 1:3, num volume final de 20 a 60 uT 
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Quantidade de vector (ug) 3x Quantidade de "insert" (ug) 

Peso do vector (kb) Peso do "insert" (kb) 

Em "eppendorf ' colocaram-se 30 ul (20 ng) DNA "insert", 1 JLLI (75 ng) de vector 

pKS adicionado de dTTP, 12 jul de tampão ligase, 6 ul de T4 DNA Iigase, 12 ̂ xl de ATP 

10 raM e completou-se o volume com água até 60 \x\. Esta mistura foi incubada durante a 

noite a 22 °C. 

2.6.2. Transformação de células competentes 

A 100 fj.1 de células competentes colocadas em gelo, adicionaram-se em tubos 

separados, 1 fil (20 ng) de pKS nativo (controlo positivo), 1 ul (75 ng) de pKS adicionado 

de dTTP, 30 ul da reacção de ligação e 30 ul de água. Após incubação em gelo durante 

30 min, colocaram-se as células a 37°C, durante 2 min, deixando novamente em gelo 1-2 

min (choque térmico). Adicionou-se, à temperatura ambiente, 400 ul de meio LB 

aquecido a 37°C e incubou-se a 37 °C, durante 1 h. Como controlo negativo utilizaram-se 

100 ul de células competentes e 400 ul de meio LB. Plaquearam-se 125 ul de cada 

amostra em placa de L-agar contendo 50 ug/ml de ampicilina, 0,1 mM de IPTG e 40 

ug/ml de X-gal, e incubou-se durante a noite a 37°C. Calculou-se a eficiência de 

transformação, ou seja, o número de transformantes/ml/ug DNA. 

2.6.3. Isolamento e crescimento de recombinantes 

As colónias recombinântes (brancas) foram removidas e colocadas em 5 ml de 

meio LB contendo 50 ug/ml de ampicilina. Incubou-se durante a noite, a 37°C, com 

agitação. Fez-se o isolamento do DNA de plasmídeo utilizando "mini-preps" (Magic 

Minipreps™ DNA Purification System, Promega) e verificou-se por digestão enzimática a 

presença ou ausência do "insert". 
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Para aferir quais os transformantes que possuíam o "insert" realizaram-se 

digestões enzimáticas simples com EcoRV, HindlU, e digestões duplas com 

EcoRV/Hindltt, HindíWBamHl. Determinaram-se os pesos moleculares dos fragmentos 

resultantes da digestão, por electroforese em gel de agarose a 1,2%, usando como padrão 

de DNA X digerido com a Hindlll. 

2.7. Marcação de sondas com a [32P]dCTP 

Para o "Southern blot" a sonda foi marcada com o "Multiprime DNA Labelling 

System" (Amersham, UK). A sonda usada no "Northern blot" foi marcada com a 

desoxinucleotidil terminal transferase (Sambrook e col., 1989). 

Para o "southern" preparou-se um gel de agarose "low melting point" (Sea plaque 

GTG, FMC) a 3% e aplicou-se o produto de PCR. Na corrida foi utilizado o equipamento 

da H.S.I. (Hoefer Scientific Instruments, USA) "Unidade Mini Submarine, Agarose Gel 

Unit, Model HE 33". Cortou-se a banda correspondente ao fragmento de DNA e colocou-

se num "eppendorf estéril contendo 50 pi de TE. Derreteu-se a agarose num banho de 

água a 65°C, durante 10 min. Diluíu-se o DNA em água por forma a ter 20 ng de DNA 

num volume final de 31 pi. Ferveu-se durante 3 min e adicionou-se 10 pi de tampão de 

marcação (dATP, dGTP e dTTP 2 mM de cada em~250 mM Tris/HCl, pH 7,8, 25 mM 

MgCl2 e 5 mM P-mercaptoetanol), 5 pi da solução contendo "primer" (BSA e 

oligonucleotides), 2 pi de a [32P] dCTP (10 pCi/ ml) e 2 pi de enzima klenow (1U/ ml), 

num volume final de 50 pi. Fez-se a incubação a 37 °C, em recipiente de chumbo, durante 

1-2 hs. Adicionou-se azul de bromofenol e aplicou-se a sonda na coluna de Sephadex G-

50, previamente lavada com TNE (10 mM Tris/HCl, pH 7,5, 20 mM NaCl, 2 mM EDTA, 

0.1% SDS). Recolheu-se a sonda em "eppendorf', desnaturou-se o DNA por fervura, 

durante 3 min, e conservou-se em gelo. A actividade específica da sonda era de 2x109 

cps/pg DNA. 

Para o "Northern blot" utilizou-se como sonda o "cocktail" de oligonucleotides 

usado na reacção de hibridização in situ, sendo a reacção catalizada pela 

desoxinucleotidil terminal transferase (TdT) (Boehringer Manheim) e a marcação foi feita 
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com oc[32P]. Neste método de marcação a concentração de enzima é crítica bem como a 

de DNA. As condições de reacção usadas foram: 3 \ú DNA (686 ng), 10 JLXI de tampão de 

reacção TdT (Boehringer Manheim), 1 jul de TdT, 5 uJ de C0CI2, 1 ul de a[32P] e 30 ul 

de água. 

A sonda foi filtrada em Sephadex G 50 e fervida durante 3 min. A actividade 

específica da sonda era de 2x109 cps/ug DNA. 

2.8. Electroforese do DNA para "Southern Blot" 

Para confirmação da clonagem em pKS dos fragmentos obtidos por PCR, realizou-

se um "Southern blot". Procedeu-se à digestão de 1 ug de DNA com Hind\\\ e /ta/wHI, 

durante 2hs, a 37 °C. Adicionou-se 5 ul de azul de bromofenol e aplicaram-se as amostras 

e o padrão (k cortado com Hind III) num gel de agarose a 1,5% em lx tampão TAE. Fez-

se a electroforese a 40 volts em lx tampão TAE, durante 9 hs. Fotografou-se o gel e 

separou-se o padrão. Colocou-se o gel na solução de depurinação (HC1 0,2 M) durante 15 

min, lavou-se com água e colocou-se na solução de desnaturação (1,5 M NaCl, 0,5 M 

NaOH) durante 45 min. Lavou-se com água e o gel foi colocado por 15 min na solução de 

neutralização (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 7,2, 0,001 M EDTA). Procedeu-se à 

transferência das amostras, durante 16 hs para uma membrana de "nylon" (HybondNT 

Amersham), em tampão 20x SSPE (3,6 M NaCl, 0,2M EDTA, 0,2 M fosfato de sódio, pH 

7,7). Após a transferência, o gel foi colocado 30 min em solução de neutralização. A 

fixação foi feita na estufa a 80 °C, durante 2 hs. Fez-se a pré-hibridização (5x SSPE, 5x 

Denhardt's, 0,5% SDS, 200 ug/ml de DNA de esperma de salmão) durante 3 hs, a 65°C. 

Marcou-se a sonda com [32P], (usou-se como sonda e controlo o próprio DNA de PCR), e 

adicionou-se à solução de pré-hibridização, ficando a incubar durante a noite, a 65 °C. 

Fizeram-se as lavagens em 2x,SSPE contendo 0,1% de SDS por 20 min, a 65°C, e em lx 

SSPE contendo 0,1% de SDS, durante 15 min, a 65°C. Procedeu-se à autoradiografía 

(Kodak, exposição a -70°C por 3 a 5 dias). 
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2.9. Digestão do DNA 

A digestão do DNA foi feita com as enzimas de restrição específicas para cada 

DNA num "eppendorf estéril de acordo com as recomendações de Sambrook e col. 

(1989). Adicionaram-se 2 ul de lOx tampão de digestão próprio para cada enzima, DNA 

(1-2 (j.g), 1 ul (10U/ul ou 20U/ ul) enzima de restrição e água para um volume final de 20 

JLAI. Misturou-se cuidadosamente, centrifugou-se 2 seg e incubou-se no banho a 37°C, 

durante 2 hs. Uma alíquota do DNA cortado foi analisada por electroforese em gel de 

agarose a 1% contendo 1 ul de brometo de etídio (10 mg/ml), em tampão lx TAE, 

durante 1-2 hs, a 70-80 volt. Foi utilizado o equipamento da H.S.I. (Hoefer Scientific 

Instruments, USA) unidade "Max Submarine, Agarose Gel Unit, Model HE 99". 

2.10. Sequenciação dos produtos de PCR 

A sequenciação realizou-se pelo método de Sanger, segundo o protocolo do "kit" 

de sequenciação "Sequenase version 2.0" (United States Biochemical Corporation). 

Preparou-se o DNA a sequenciar [pBluescript KS (+/-) contendo o "insert"] por Magic 

Mini-Preps de modo a ter 3 ug de DNA em 8 JLAI. Para a sua desnaturação, adicionaram-se 

2 JLII de NaOH 2 M e incubou-se 30 minutos, a 37 ° C. Seguiu-se a precipitação do DNA 

por adição de 3 ul de acetato de sódio 3 M, 7 ul de água, 60 jn.1 de etanol absoluto 

arrefecido em gelo, deixando-se a -70° C, durante 15 minutos. Centrifugou-se 10 min a 

12.000 g e lavou-se o sedimento com etanol a 70% arrefecido em gelo. O sedimento 

obtido foi seco e ressuspenso em 7 ul de água destilada. Para hibridação do "primer" ao 

molde de DNA adicionou-se 2 ul de tampão de reacção "sequenase reaction buffer" (200 

mM Tris/HCl, pH 7,5, 100 raM MgCl2, 250 mM NaCl) e 1,5 ul de "primer" (1,2 ng/ul), 

incubando-se 20 min, a 37°C seguido de 10 min à temperatura ambiente. Usou-se como 

"primer" universal a sequência: 5'-AATACGACTCACTATAG-3' e como "primer" reverso 

a sequência 5-AACAGCTATGACCATG-3'. Para a reacção de marcação, adicionou-se à 

mistura de hibridização do passo anterior 1 ul 0,1 M DTT, 2 ul de mistura de marcação 

"labelling mix" (7,5 mM dGTP, 7,5 mM dCTP, 7,5 mM dTTP) diluida previamente a 1:5 
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com água destilada, 1 ul de [oc-35S]dATP (10 uCi/ml) e 2 ul de Sequenase (13U/ml) 

diluída a 1:8 em tampão de diluição de enzima (10 mM Tris/HCl, pH 7,5, 5 mM DTT, 0,5 

mg/ml BSA). Misturou-se bem e deixou-se ocorrer a reacção à temperatura ambiente, 

durante 5 minutos. Para as reacções de terminação marcaram-se 4 tubos A, T, G, e C. 

Adicionou-se 3,5 ul da mistura de marcação a cada tubo contendo 2,5 ul da mistura de 

terminação "termination mix" do respectivo ddNTP [ddG (80mM dGTP, 80 mM dATP, 

80 mM dTTP, 8 mM ddGTP, 50 mM NaCl); ddA (80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM 

dTTP, 8 mM ddATP, 50 mM NaCl); ddT (80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 8 

mM ddTTP, 50 mM NaCl); ddC (80 mM dGTP, 80 mM dATP, 80 mM dTTP, 8 mM 

ddCTP, 50 mM NaCl)] previamente aquecida a 37 °C (pelo menos durante 1 min). 

Depois de uma incubação a 37 °C, durante 5 min, terminou-se a reacção por adição a 

cada tubo de 4 ul de solução de terminação "stop solution" (95% formamida, 20 mM 

EDTA, 0,05% azul de bromofenol, 0,05% xileno cianol FF). Após desnaturação a 90 °C, 

durante 3 min, aplicou-se 3,5 ul de cada amostra por poço, no gel de sequenciação. 

Utilizaram-se geles de sequenciação (0,4 mm) com gradiente composto por uma solução 

de 8% acrilamida/ureia "bottom" (30 ml de solução de 40% acrilamida, 100 ml 5xTBE, 

92 g ureia, 20 g sacarose, 10 mg de azul de bromofenol) e por uma solução de 6% 

acrilamida/ureia "top" (75 ml de solução de 40% acrilamida, 50 ml 5x TBE, 230 g ureia 

em 500 ml de água). Aplicou-se uma corrente constante de 60 Watts em tampão lx TBE. 

Utilizou-se a unidade "Sequencing Gel Electrophoresis System" modelo S2 da BRL 

(Betheseda Research Laboratories, Life Technologies, Inc.). Fixou-se o gel em solução de 

15% metanol e 5% ácido acético, durante 30 min. O gel depois de seco a 80°C, ficou a 

expor durante 18 a 24 hs, à temperatura ambiente. 

3. Electroforese de RNA para "Northern Blot" 

Para a electroforese lavou-se a tina e o pente com 0,1% SDS e depois com água 

tratada com DEPC para evitar a presença de RNAases. 

O RNA total (de fígado e tecido decidual) foi separado em gel de agarose 

desnaturante constituído por glioxal/DMSO. Preparou-se um gel a 1,5% contendo 10 mM 



85 

Na2HPC>4, pH 7. Fez-se a desnaturação das amostras (amostras de RNA e o DNA padrão 

X cortado com Hindlll desnaturado durante 5 min, a 65° C) em 0,8 M glioxal, 10 mM 

Na2HP04; pH 7 e 50% DMSO a 50 °C, durante 3 hs. Colocaram-se as amostras em gelo e 

adicionou-se 5 (il de tampão de amostra (85% glicerol contendo 0,025% azul de 

bromofenol e 0,1% DEPC). Fez-se a electroforese a uma corrente de 80 volts, durante 2 a 

3 hs (até a amostra ter percorrido 2/3 do gel) sendo o gel rodado de 30 em 30 min. Após a 

electroforese separaram-se as amostras do padrão. O DNA padrão foi lavado em 0,4 M 

NaOH durante 30 min, corado na mesma solução adicionada de 0,5 fig/ml de brometo de 

etídio, durante 1 h e descorado com água. Fez-se a transferência das amostras de RNA 

para membrana de "nylon" (HybondN+, Amersham), em 20x SSC, durante a noite. Após a 

transferência, fez-se a fixação do RNA durante 2 hs, em estufa a 80°C. A pré-hibridização 

foi feita em solução de pré-hibridização (50% HCONH2, 5x SET, 5x Denhardt's, 200 ng/ 

ml de DNA de esperma de salmão desnaturado, 0,5% SDS, 2x "gel buffer") durante 1 a 2 

hs, a 42 °C. Utilizou-se como sonda o "cocktail" de oligonucleotides usado na reação de 

hibridização in situ do RNA codifiante para a a2M. Marcou-se a sonda e adicionou-se à 

solução de pré-hibridização, ficando a incubar durante a noite, a 42 °C. Fizeram-se as 

lavagens em 2x SSC contendo 0,1 %, à temperatura ambiente. Depois de secar a 

membrana de "nylon", procedeu-se à autoradiografia (Kodak) a -70 °C, durante 5 a 10 

dias. 
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4. Purificação da DAP e AMF 

4.1. Preparação de extractos de tecido decidual 

No 12° dia de gravidez os ratos foram sacrificados por deslocação cervical e os 

úteros removidos para dissecção do tecido decidual. O tecido decidual foi homogeneizado 

1:1 (p/v) com EDTA 0,05%, lmM PMSF em "potter", a 4 °C. Após centrifugação a 

100.000 g durante 60 min, a 4 °C, o sobrenadante obtido foi separado e utilizado para 

purificação da DAP. 

Para se obterem extractos da DAP secretada para o meio de cultura, incubaram-se, 

em placas de cultura de 12 poços, pequenos fragmentos (100 mg/poço) de tecido decidual 

do 12° dia de gravidez em 3 ml de RPMI, a 37° C, atmosfera de 95% 0 2 e 5 % C02, 

durante a noite. Recolheu-se o meio de cultura e centrifugou-se a 10.000 g durante 60 

min, a 4 °C. O sobrenadante obtido foi separado e utilizado para purificação da DAP. 

4.2. Preparação do soro de fase aguda 

O estado inflamatório foi induzido em ratos adultos (peso aproximado 250 g), por 

injecção de 1 ml de terebentina em óleo de amendoim (1:1, v/v) por via subcutânea na 

parte anterior e interior das cochas. Após um período de 48 hs colheu-se sangue por 

punção cardíaca. Obteve-se o soro por centrifugação do sangue a 2.000 g durante 10 min. 

Para obtenção de plasma o sangue foi colhido com heparina ou EDTA. 

4.3. Cromatografia de troca iónica e filtração por gel 

A DAP e AMF foram purificadas sucessivamente por cromatografia de troca iónica 

e filtração por gel como descrito por Teixeira e O'Grady (1992). 

Ao plasma e soro de fase aguda adicionaram-se 1 M CaCl2 (10:1, v/v) e sulfato de 

dextrano (concentração final de 0,2 %) para remoção de lipoproteínas de baixa densidade 



87 

(Okubo e col., 1981). O precipitado que se formou foi removido por centrifugação a 3.000 

g, durante 20 min e o sobrenadante foi dialisado contra tampão de acetato 0,03 M, pH 5,1. 

Após diálise, este extracto (aproximadamente 20 ml) foi aplicado numa coluna (120 ml) 

de celulose-DEAE 52 (Watman) e eluido (15ml/h) com tampão 0,03 M acetato, pH 5,1, 

seguindo-se a eluição com um gradiente de 0,05 M a 0,2 M em tampão acetato. A leitura 

espectrofotométrica a 280 nm permitiu a selecção das fracções contendo proteínas. As 

fracções contendo AMF, cuja confirmação foi feita por PAGE nativo, foram dialisadas 

concentradas e aplicadas numa coluna (200 ml) de "Sephacryl S-300 HR" (Pharmacia) e 

eluidas (10 ml/h) com 0,04 M Tris-HCl, pH 7,6, 0,03 M NaCl. Após PAGE nativa, as 

fracções contendo a AMF pura foram concentradas. A concentração de proteína foi 

determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 

Os extractos deciduais obtidos por homogeneização do tecido decidual do 12° dia 

de gravidez foram, após diálise, aplicados numa coluna (120 ml) de celulose DEAE 52 

(Watman) e eluídos com tampão 0,04 M Tris-HCI, pH 7,6, NaCl 0,03 M, seguido de um 

gradiente de sal (0,04 M Tris-HCl, pH 7,6, 0,04 M NaCl a 0,04 M Tris-HCI, pH 7,6, 0,2M 

NaCl). As fracções contendo DAP (após verificação por PAGE nativa) foram 

concentradas, aplicadas em coluna de "Sephacryl S300 HR" e eluidas com 0,04M Tris-

HCl, pH 7,6, 0,03M NaCl. Concentraram-se as fracções contendo DAP pura e 

determinou-se a concentração proteica pelo método de Bradford. Em todos os passos a 

diálise foi realizada com mangas de diálise de "cut off' 30.000. A concentração da 

amostra foi realizada por ultrafíltração utilizando-se membranas ("cut off' 30.000) e 

aparelho de ultrafíltração da Sartorius. A electroforese foi realizada em PAGE nativo a 

5% (ver condições em 7.4) e os geles foram corados com o nitrato de prata. 

O meio de cultura do tecido decidual, contendo a DAP secretada, foi aplicado em 

coluna (200 ml) de "Sephacryl S 500 HR" (Pharmacia) tendo como tampão de eluição 

0,04M Tris-HCl, pH 7,6, 0,03M NaCl. Concentraram-se as fracções contendo DAP e 

determinou-se a sua concentração tal como referido anteriormente. 
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5. Remoção do ácido siálico 

Para a remoção do ácido siálico utilizou-se a neuraminidase isolada de 

Clostridium perfringens, com baixo teor de contaminação em proteases (Boehringer 

Mannheim). A enzima foi reconstituida com 0,2 M tampão de acetato, pH 5,5 (que 

também foi utilizado como tampão de incubação). Incubaram-se 6 ug de proteínas (AMF 

e DAP) com 0,2 U de neuraminidase durante 18 hs, a 37°C. O resultado da acção da 

neuraminidase sobre o ácido siálico foi avaliado por focagem isoeléctrica e PAGE nativo 

a 5% corado com o nitrato de prata (ver ponto 7.4). 

6. Focagem isoeléctrica 

A determinação dos pontos isoeléctricos das proteínas e das suas formas 

desglicosiladas foi realizada por focagem isoeléctrica no aparelho "Phast System" 

(Pharmacia, LKB). Utilizaram-se geles comerciais de poliacrilamida com anfólitos de pH 

de 4 a 6,5 (Pharmacia, LKB). Seguiram-se as condições de focagem aconselhadas no 

protocolo do manual do "Phast System" para geles de 4-6,5. 

Usou-se como padrão de pontos isoeléctricos o "kit de calibração" da Pharmacia 

(vêr apêndice). 

Os geles foram corados pela técnica de coloração pelo nitrato de prata segundo o 

protocolo do manual do "Phast System". 

7. Ensaios com ligandos marcados radioactivamente 

Para o estudo da ligação da IL-6 e do IGF-I às proteínas, DAP e AMF, utilizaram-se 

o meio de cultura de explantes de tecido decidual, homogeneizados de tecido decidual do 

12° dia de gravidez, plasma de fase aguda e proteínas puras. Foram estudadas várias 

condições experimentais de ligação na presença e na ausência de protease (tripsina). Em 
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alguns casos a protease foi adicionada antes da adição do ligando (pré-incubação) e em 

outros casos realizou-se a adição em simultâneo às proteínas em estudo (co-incubação). 

7.1. Incubação dos factores com os plasmas, extractos e proteínas purificadas 

Realizou-se a incubação de 125I-IL-6 (25 nM 40.000 cpm) ou 125I-IGF-I (13 nM 

40.000 cpm) (Amersham, Little Chalfont, U.K.) durante 2 hs, a 37 °C, com: 10 pi de 

plasma de rato normal ou plasma de fase aguda, 60 pi de homogeneizados ou de meios de 

cultura proveniente das incubações de tecido decidual in vitro, fracções obtidas durante os 

passos de purificação ou 0,4 pM de DAP e AMF purificadas. Usou-se PBS, pH 7,4, 0,2% 

BSA como tampão de incubação, sendo o volume final da mistura de incubação de 100 

pi. Conforme os casos na mistura de incubação incluiu-se a tripsina e o inibidor da 

tripsina. 

7.1.1. Pré-incubação com tripsina 

A conversão das proteínas na forma "fast" foi obtida por pré-incubação com 

tripsina [4 pM no caso de extractos ou plasmas e 0,4 pM no caso de proteínas puras, 

(concentrações de enzima activa)] durante 30 min, a 37°C, seguindo-se uma incubação 

adicional de 1 h com o inibidor da tripsina de soja, numa concentração final de 100 pM. 

As amostras foram então incubadas com o factor marcado tal como descrito em 7.1. A 

concentração de tripsina activa nas preparações comerciais (Sigma) foi determinada por 

titulação do local activo com o/?-nitrofenil/?-guanidinobenzoato (Chase e Shaw, 1967). 

7.1.2. Co-incubação com tripsina 

Em experiências de co-incubação, a tripsina activa estava presente durante a 

incubação com os factores marcados. Em alguns casos o inibidor da tripsina de soja, em 

concentração final de 100 pM, estava incluído na mistura de incubação. Realizou-se a 
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incubação simultânea de 125I-IL-6 (25 nM, 40.000 cpm) ou 125I-IGF-I (13 nM, 40.000 

cpm) com os plasmas, os extractos deciduais, as fracções obtidas durante os passos de 

purificação ou a DAP e AMF purificadas e a tripsina nas concentrações indicadas (7.1.1.). 

7.2. Deslocamento da ligação 

Para determinar a afinidade da ligação das proteínas aos ligandos realizou-se quer 

no caso da IL-6, quer no caso do IGF-I, a adição, em concentrações crescentes, dos 

factores não marcados radioactivamente. 

No caso da IL-6, incubaram-se as proteínas puras (quer a DAP, quer a AMF) na 

concentração de 0,4 uM, durante 2 hs a 37°C, com 125I-IL-6 e com quantidades 

crescentes de IL-6 (25 nM, 50 nM, 0,5 uM, 2,5 uM, 5 uM e 12,5 uM) não marcada 

radioactivamente. 

No caso do IGF-I, e porque a ligação ocorria essencialmente na presença da 

tripsina, o estudo realizou-se também em condições de co-incubação com esta enzima. 

Assim, incubaram-se as proteínas puras numa concentração de 0,4 uM durante 2 hs a 

37°C, com ,25I-IGF-I e com concentrações crescentes de IGF-I (13 nM, 65 nM, 0,3 JAM, 

0,65 |nM e 1,3 uM) não marcado radioactivamente. Noutra experiência, incubaram-se as 

proteínas puras (0,4 uM) com 0,4 uM de tripsina, ,25I-IGF-I e as mesmas concentrações 

crescentes de IGF-I não marcado radioactivamente, durante 2 hs a 37°C. 

Para o IGF-I o deslocamento da ligação foi quantificado, após excisão das bandas 

coradas dos geles, pela medição em contador y (Beckman), da radioactividade 

incorporada nas bandas. 

7.3. Avaliação da ligação covalente 

Para demonstração da ligação covalente usaram-se geles de SDS-PAGE, com 

gradiente de 4 a 17%, com ou sem |3-mercaptoetanol (ver 7.4). A detecção do [125I] foi 

feita por autoradiografta. 
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7.4. Sistema de electroforese e autoradiografia 

Em todas as preparações a presença dos componentes ligados foi estudada por 

electroforese em geles de PAGE com gradiente de 4 a 17%, (nativos, com SDS ou com 

SDS/p-mercaptoetanol) ou geles a 5%. O sistema de tampões usado foi o de Laemmli 

(1970). O tampão de corrida foi uma solução de 1,5 M Tris, pH 8,8 (com 0,1% SDS, 

quando necessário) e o tampão de eléctrodos foi uma solução de 0,025 M Tris, pH 8,3, 

0,192 M glicina (com 0,1% SDS, quando necessário). As amostras foram misturadas na 

proporção de 1:1 com tampão de amostra (0,125 M Tris-HCl, pH 6,8, 20% glicerol, 

0,01% azul de bromofenol), contendo ou não 4% SDS com ou sem 10% p-

mercaptoetanol. Os geles foram corados pelo Azul de Coomassie. Foram usados 

marcadores de peso molecular da Bio Rad (ver apêndice). Foram utilizadas tinas de 

electroforese da Pharmacia-LKB. Para a autoradiografia e detecção do [125I], utilizou-se 

o filme "Fuji Medicai X-Ray Film" e realizaram-se exposições a -70°C que variaram de 

24hs a 3 dias. 

8. "Western Blot" 

As amostras provenientes de vários passos de purificação foram aplicadas em gel 

de poliacrilamida não desnaturante a 5 %. Após electroforese, as proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond-C 0,45 um, Amersham) por 

"electroblotting", em aparelho de "transblot" (Biorad) a 25 V, durante 20 hs, a 4o C, em 

tampão de transferência (0,25 M Tris, 1,9 M Glicina, pH 8,3). Após a transferência lavou-

se a membrana com TBS. As proteínas transferidas foram detectadas com uma solução 

corante de 0,2% Ponceau S em 3% TCA. Após descoloração em TBS-Tween, a 

membrana foi incubada à temperatura ambiente numa solução de TBS-Tween contendo 

5% de leite em pó magro, durante 30 min. Depois da lavagem em TBS-Tween, o 

antigénio nas membranas foi detectado, por incubação durante 2 hs, à temperatura 

ambiente, com antisoro policlonal para DAP (que também reage com a a2M circulante), 

na diluição 1:400 em TBS-Tween (v/v). Após incubação, realizaram-se 3 lavagens de 10 
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min cada com TBS-Tween. Incubou-se à temperatura ambiente durante 1 h com uma Ig 

de cabra anti-coelho, marcada com a peroxidase (Sigma), numa diluição de 1:100 em 

TBS-Tween (v/v). Seguiram-se 3 lavagens de 10 min cada com TBS-Tween, duas 

lavagens com água e finalmente uma lavagem rápida com 50 mM Tris-base, pH 7,4. Para 

detectar a actividade da peroxidase adicionou-se o substrato 4-cloro-l-naftol na presença 

de H2O2 (ver preparação no apêndice), com agitação durante 5-15 min até ao 

aparecimento de cor púrpura. Terminou-se a reacção lavando com água destilada. 

9. Hibridização In Situ 

9.1. Preparação de cortes histológicos em parafina 

Para a preparação de cortes histológicos em parafina utilizaram-se vários órgãos: os 

úteros de animais grávidos dos dias 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, o 

fígado fetal, o fígado de animais adultos e os úteros de animais não grávidos. Para a 

visualização do local de implantação nos 6o e 7o dias de gravidez injectou-se, 15 minutos 

antes de os animais serem sacrificados, o corante "Pontamine Sky Blue" a 1% em soro 

fisiológico (p/v) na veia lateral da cauda (Psychoyos, 1960). Os animais foram 

sacrificados por deslocação cervical e os órgãos foram imediatamente dissecados "post

mortem" e fixados em formol a 10% em tampão de fosfatos, pH 7,4. Seguiu-se o processo 

de desidratação em álcoois de graduação progressiva (ver apêndice) e a inclusão em 

parafina. O bloco foi orientado de modo a que os locais de implantação fossem 

seccionados longitudinalmente ou transversalmente. Fizeram-se blocos em triplicado (3 

animais diferentes). Realizaram-se cortes seriados (4 u,m) para se obter nos locais de 

implantação, precisamente, a área a ser estudada. Os cortes foram estendidos em banho a 

45° C e recolhidos em lâminas revestidas com aminoalquilsilano (vêr apêndice). 

Verifícou-se que sem esta solução adesiva, os cortes se descolavam durante a reacção de 

hibridização in situ. O estudo geral da morfologia foi realizado corando a última lâmina 

de cada série de 10 com hematoxilina /eosina. 
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9.2. Sondas de oligonucleotides 

Para o estudo da localização do mRNA codificante para a DAP, as sondas foram 

desenhadas para hibridarem com o mRNA da oc2M de forma a evitar as zonas de 

homologia entre os membros da família das a-macroglobulinas. Por isso, foram dirigidas 

para hibridar com 3 porções do transcrito correspondente à "bait region". Para o estudo da 

localização dos mRNAs codificantes para os IGF-I e IGF-II, foram desenhadas sondas 

complementares a várias zonas desses mRNAs de modo a possuírem o máximo de 

especificidade. 

Os oligonucleotides foram sintetizados no "Applied Biosystems Inc DNA 

synthesizer", Departamento de Bioquímica, Universidade de Leicester. 
As sondas para hibridização com o mRNA codificante para a a2M foram: 

5'-GCA CTG GCG AGT ACA GGA TTC CAT TAA TGT-3'; 

5--GAC TTT GGG TTT ACG GAT GTT CGA GTT GGT-3'; 

5'-GGA GAC TCT GAA GAC TCT AGA AAA GCG TCC-3' 

As sondas para hibridização com o mRNA codificante para o IGF-I foram: 

5--TCT GGT CCG GCT GTG GCC GAG CTG GTA AAG-3' 
5-CCA CAC ACG AAC TGA AGA GCGTCC ACC AGC-3' 
5'-GTG GTG CCC TCC GAA TGC TGG AGC CAT AGC-3' 
5'-CTG GGC CCG GAT GGA ACG AGC TGA CTT TGT-3' 
5'-CAA GCA GCA AAG GAT CTT GCG GTG ACG TGG-3' 
5'-TGG CAG GTG TTC CGA TGT TTT GCA GGT TGC-3' 

As sondas para hibridização com o mRNA codificante para o IGF-II foram: 

5' CAA CAT CGA CTT CCC CAC TGG GAT CCC CAT 3' 
5' CAG AGT CTC GCT GGG GCG GTA AGC AGC GAT 3' 
5' CTC TCG GAC TTG GCG GGG GTG GCA CAG TAT 3' 
5' ACG CTT CGA GCT CTT TGG CAA GCA TGC GAC 3' 
5' TGG GCG GGG TCT TTG GGT GGT AAC ACG ATC 3' 
5' GAG TTG CTG GGA TCC CCT TGC CCG ATG GTG 3' 
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9.3. Marcação das sondas com a digoxigenina 

Os oligonucleotides foram marcados na extremidade 3' com a digoxigenina-11-

dUTP (Boehringer Mannheim) por acção da desoxinucleotidil terminal transferase-TdT 

(Boehringer Mannheim). A marcação foi executada em "cocktails" de oligonucleotides (3 

para a DAP e 6 para o IGF-I e II). 

Para a reacção de marcação a razão nanomolar DNA.digoxigenina-11-dUTP foi de 

1.25 e a concentração de deoxinucleotidil terminal transferase foi de 5 U por ug de DNA. 

Para a marcação de 5 ug de DNA, adicionaram-se 10 ul de 10 mM MnCl2, 12 JLLI de 0.4 

mM digoxigenina- 11-dUTP, 1 ul de TdT (25 U), 20 ul de tampão de enzima (fornecido 

com a enzima) e água destilada até completar um volume de reacção de 100 ul A reacção 

decorreu, durante 2 hs, a 37 °C. Para terminar a reacção adicionaram-se 5 ul de 0,5 M 

EDTA, pH 8,0. 

Após marcação, realizou-se uma cromatografia de exclusão em coluna de 

"Sephadex G50" (Pharmacia) usando TE como tampão de eluição, segundo o processo 

descrito por Sambrook e col., (1989). Determinou-se a concentração do DNA eluído da 

coluna assumindo-se que a absorvância a 260 nm de uma solução a 40 ug/ml de DNA 

seria de 1 unidade. 

9.4. Eficiência de marcação 

Preparou-se uma solução diluente constituída por 300 ul de 20xSSC, 20 ul de 

esperma de salmão desnaturado (10 mg/ml) e 680 ul de água. Diluiu-se a sonda com a 

solução de diluição de modo a obter concentrações decrescentes de sonda contendo 1 

ng/ul, 100 pg/ul, 50 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul. Aplicou-se numa tira de nirrocelulose 

(Hybond C, Amersham) 1 ul de cada diluição, bem como 1 ul de solução diluente (como 

controlo negativo). Fixou-se a membrana a 80°C, durante 2 hs. Mergulhou-se em solução 

bloqueadora TBS contendo BSA 3% (p/v) e Triton X-100 0,1% (v/v) a 37°C, durante 20 

min e aqueceu-se de novo a 80°C, durante 20 min. Transferiu-se para a solução 

bloqueadora à temperatura ambiente durante 10 min e cobriu-se a tira com anticorpo anti-
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digoxigenina (Boehringer Manheim) contendo acoplado a fosfatase alcalina, numa 

diluição de 1: 600 em solução bloqueadora, durante 30 min, à temperatura ambiente. 

Lavou-se a membrana duas vezes com água destilada e mergulhou-se no tampão do 

substrato (ver apêndice) durante 5 min. Adicionou-se o reagente NBT/BCIP (vêr 

apêndice) e deixou-se decorrer a reacção de coloração ao abrigo da luz, durante 2 hs. 

Parou-se a reacção com a adição de água destilada. As manchas de côr púrpura devem 

visualizar-se pelo menos até à diluição de 50 pg/ul 

9.5. Reacção de hibridização 

Iniciou-se a reacção de hibridização por desparafínação dos cortes em xilol (2x5 

min) e hidratação, sucessivamente em etanol absoluto (2x2 min), etanol 95% (2 min) e 

água tratada com DEPC (2 min). Os cortes, após imersão em 2xSSC a 70°C, durante 10 

min, foram sujeitos a digestão com proteinase K (concentrações variando de 5 a 15 ug/ml 

em Tris 0,05M/DEPC, pH 7.6), a 37° C, durante 1 h. O tratamento dos cortes com 

proteinase K permite aumentar a acessibilidade da sonda por digestão das proteínas que 

rodeiam o ácido nucleico alvo. Seguiram-se duas lavagens com água destilada tratada 

com DEPC, a 4o C, durante 5 min e uma fixação em 0,4% paraformaldeido em tampão de 

fosfatos (0,1M PBS/DEPC) a 4o C, durante 20 min. Após lavagem com água destilada 

tratada com DEPC (2x 5 min), os cortes foram incubados com solução de pré-

hibridização (ver apêndice), durante Ih, a 37° C. Após a eliminação da solução de pré-

hibridização os cortes foram incubados a 37° C, durante a noite, em câmara húmida com 

a solução de hibridização (mesma composição da solução de pré-hibridização) contendo a 

sonda de DNA marcada (ver 9.3) na concentração de 0,5-1 ug/ml. Os cortes foram 

cobertos com lamelas siliconisadas durante este período. Depois da hibridização, fizeram-

se 2 lavagens com 2x SSC/30% formamida (v/v), a 37°C, durante 10 min, seguidas por 

uma lavagem com solução bloqueadora em TBS contendo 3% BSA (p/v) e 0,1% Triton 

X-100 (v/v), à temperatura ambiente, durante 5 min. Para a detecção da sonda os cortes 

foram incubados durante 30 min com um anticorpo anti-digoxigenina (Boehringer 

Manheim), conjugado com a enzima fosfatase alcalina, numa diluição de 1:600 em 
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solução bloqueadora e posteriormente lavados com tampão TBS (2x 5 min) e tampão de 

substrato (ver apêndice). A actividade da fosfatase alcalina foi demonstrada aplicando 

200 fil em cada corte de uma mistura do cromogénio "nitroblue tetrazolium" (NBT), do 

substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) e de levamisol (ver apêndice). O 

levamisol funcionou como inibidor da actividade da fosfatase alcalina endógena. O tempo 

de reacção foi monotorizado microscopicamente por observação da formação de um 

precipitado de cor púrpura. A reacção decorreu ao abrigo da luz, durante a noite e foi 

terminada por lavagem com água da torneira corrente durante 5 min. As lâminas foram 

montadas em meio de Apathy's (BDH). Realizaram-se controlos negativos onde a sonda 

não foi adicionada no passo de hibridização. Para ter a certeza que as sondas estavam a 

hibridar somente com o RNA realizou-se uma digestão com RNAase A (50 u-g/ml), antes 

da fixação com paraformaldeído. Usaram-se ainda como controlos, tecidos que se sabia 

serem negativos para o RNA pesquisado (pâncreas para o mRNA da DAP) ou positivos 

(fígado fetal para os mRNAs da DAP e IGF-IÏ e fígado adulto para o mRNA do IGF-I). 
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RESULTADOS 

1. Comparação das sequências de DNA correspondentes às "bait regions" da DAP e 

AMF 

Como foi referido no capítulo de Introdução a família das a-macroglobulinas engloba 
proteínas com um alto grau de homologia, apresentando, no entanto, uma região com uma 
sequência e número de aminoácidos diferente, designada por "bait region". Com base 
neste facto, realizámos estudos em zonas restrictas das sequências de DNA 
correspondentes às "bait regions" da AMF e da DAP, de modo a tentar esclarecer 
possíveis homologias existentes entre as duas proteínas. 

Na presença dos "primers" "sense" e "antisense", desenhados a partir de zonas 
homólogas de DNA obtidas pelo alinhamento dos cDNAs das oc2M de rato e humana, fez-
se a amplificação das duas zonas de DNA correspondentes às "bait regions" da DAP e 
AMF. A sequência de cDNA da a2M (Fig. 9) contém a zona amplificada assinalada. Os 
produtos obtidos da reacção do PCR foram separados em gel de agarose a 3%. Verifícou-
se que nos dois DNAs os produtos do PCR obtidos apresentavam um tamanho igual, com 
cerca de 350 bp (Fig.8). 

Figura 8- "PCR" do DNA correspondente às zonas da "bait region" da DAP e AMF em gel de agarose a 

3%. Os produtos de PCR obtidos mostram a presença de um fragmento com cerca de 350 bp;l- DNA 

correspondente à amplificação da zona da "bait region"da AMF; 2- X-Pvull, 3- DNA correspondente à 

amplificação da zona da "bait region" da DAP. 
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1 8 0 O W O N F N L E G G L K O L S F P L S S E P T O G S Y H U U I R T E S G R T V E 
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2 2 0 N P F S U E E F U L P K F E V R V T V P E T I T I L E E E h N U S U C G l Y T Y 
7 2 1 C A C C C T T T C T C T G T G G A G G A A T T C G T G C T T C C C A A G T T C G A A G T G A G A G T G A C A G T T C C A G A A A C A A T C A C C A T C C T O O A Q G A A Q A G A T G A A T G T G T C C O T G T G T O G A A T A T A C A C C T A T 

2 4 0 G K P U P G R U T U M I C R K Y S N P S N C F G E E S U A F C E K L S O O L t P G 

9 4 1 GGGAAGCCTGTTCCAGGACGTQTGACTGTAAACATTTGCAGAAAGT A C A G T A A 7 C C T T C T A A C T OCT TCOGCGAAOAOTCCGTGGCT U C T G T O A O A A A C T C A G C C A A C A O T T AGACGGC 

3 0 0 R G C F S Q L U K T & S F Q L K R Q E Y E M 0 L D U H A K 1 Q E E G T G V E E T 
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3 4 0 G h G L T K I T R T I T K L S F V N V D S H F R Q G I P F V G O U L L U D G R G 
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3 0 0 Y L H H A K G G I y A A G T M V L P L K Û G O H R O H F S I L I S A E T D L A P 
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5 4 0 U A R L U L Y A I L P N G E l i U G B T A K Y E I E H I . l A N f U D L U F R P N S 
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4 2 0 L l Y D L L P V K B L T G F P O G A D O I I E E I l T N O C U I t O N D T Y l H O I L 
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Figura 9- Sequência do cDNA da ct2M do rato (segundo Gehring e col., 1987). A linha superior representa 
a sequência de aminoácidos e a inferior a de nucleótidos Estão indicadas em sublinhado as posições do N-
terminal e do tioéster. O asterisco na sequência sublinhada (708-711 ) indica o centro da área equivalente à 
"bait region" humana. Estão assinalados entre rectângulos vermelhos os "primers" "sense" e "antisense" 
delimitando a zona que foi amplificada por PCR. 

http://PUU0F0AF0PFFVELTHPYSU1R8EAFTLRATV1.MY1.PTC
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Como os produtos do PCR correspondentes às "bait regions" não apresentaram 
diferenças de tamanho, que poderiam ser indicativas de diferenças nas zonas de DNA que 
codificam para as "bait regions" da DAP e AMF, foi necessário sequenciar o fragmento 
correspondente à "bait region" da DAP. A sequenciação foi feita após clonagem no 
fagemídeo pBluescript KS (+/-), à qual se seguiu o isolamento do DNA recombinante. 
Verificou-se por digestão enzimática, com várias enzimas de restrição, a presença ou não 
do "insert". Na digestão com EcoRV e Hindlll, os transformantes I (Figs. 10 e l l , linha 4), 
III (Figs. 10 e 11, linha 6), VIII (Figs. 10 e 11, linha 11) e X (Figs.10 e 11, linha 13) 
apresentaram uma banda com maior peso que os restantes. 

Para confirmar os resultados desta digestão fez-se uma digestão dupla com Hind III e 
BamHl (Fig. 1 IA) para a libertação do "insert" dos transformantes I, III, VIII e X. 

A identidade destes "inserts" foi determinada por "Southern blot" utilizando como 
sonda a banda de DNA amplificada por PCR. Esta análise confirmou que a banda 
utilizada como sonda foi clonada dado que se verificou a hibridação dos "inserts" com o 
produto do PCR (Fig. 12B). 

Figura 10- DNA dos clones pBluescript KS (+/-) digeridos com a EcoRV, e separados por electroforese em 

gel de agarose a 1%. Os transformantes I, III, VIII, X apresentam banda com maior peso (*) que os outros 

transformantes. 1- X-HmdJSH; 2- pKS nativo; 3- pKS digerido com EcoRV, 4- transformante I; 5-

tansformante II; 6- transformante III; 7- transformante IV; 8- pKS extraído das colónias azuis; 9 e 10- pKS 

adicionado de dTTP por PCR; 11- transformante VIII; 12- transformante IX; 13- transformante X. 
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Figura 11- DNA dos clones pBluescript KS (+/-) digeridos com HincãU e separados por electroforese em 

gel de agarose a 1,2%. Os transformantes I, III, VIII, X apresentam banda com maior peso (*) que os outros 

transformantes. 1- X-Hincãll, 2- pKS nativo; 3- pKS digerido com HincãU, 4- transformante I; 5-

tansformante II; 6- transformante III; 7- transformante IV; 8- pkS extraído das colónias azuis; 9 e 10-pKS 

adicionado de dTTP por PCR; 11- transformante VIII; 12- transformante IX; 13- transformante X. 

Figura 12- (A)- DNA dos clones pBluescript KS (+/-) digeridos com HincãU e BamH\ e separados por 

electroforese em gel de agarose a 1,5%. 1- X-HincãTl; 2- pKS nativo; 3- pKS com digestão dupla HincãU e 

BamHl, 4, 5, 6 e 7- Os transformantes I, III, VIII e X libertaram o "insert" (*). (B)- "Southern blot" do gel 

apresentado em (A) contendo os "inserts" após digestão com as enzimas de restição HincãU e BamHl e 

hibridização com o DNA do produto de PCR marcado radioactivamente com a[3 2P] dCTP. 
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O DNA dos clones I, III, VIII e X foi purificado para sequenciação. A sequência dos 
ácidos nucleicos foi determinada e estes clones permitiram a leitura de 347 nucleótidos. 
Por comparação desta sequência de 347 nucleótidos, correspondente à zona da "bait 
region" da DAP, com a sequência da AMF já determinada (Gehring e col., 1987; Fig.9) 
verifïcou-se haver total identidade entre elas, ou seja entre os nucleótidos 1966 e 2276 
(Fig.9) que correspondem ao DNA amplificado por PCR a partir dos "primers" sense e 
antisense. 

2. Comparação qualitativa do conteúdo em ácido siálico da DAP e AMF 

Para a identificação das possíveis diferenças na estrutura glucídica da AMF e da DAP, 
realizou-se uma digestão com neuraminidase. As proteínas na sua forma nativa e as 
parcialmente desglicosiladas por acção da neuraminidase foram submetidas a análise 
electroforética em PAGE nativo a 5%. 

Com este sistema foi possível observarem-se diferentes mobilidades electroforéticas 
entre a AMF e as formas intracelular e secretada da DAP (Fig. 13). A AMF na sua forma 
nativa apresenta uma mobilidade electroforética ligeiramente superior à forma 
extracelular da DAP, a qual por sua vez, apresenta mobilidade electroforética 
ligeiramente superior à DAP na sua forma intracelular. A digestão do ácido siálico por 
acção da neuraminidase demonstrou que as proteínas após digestão possuiam mobilidades 
electroforéticas muito semelhantes e próximas da mobilidade da DAP na sua forma 
intracelular (Fig. 13). 

A focagem isoeléctrica das preparações das proteínas nas suas formas nativas e 
digeridas permitiu obter um pi de 4,85 para a AMF, de 5,2 para a forma intracelular da 
DAP, de 5,0 para a forma extracelular e 5,2 para as formas digeridas (Fig. 14). Após 
digestão, os pis das formas digeridas eram muito semelhantes entre si e idênticos ao pi da 
DAP na forma intracelular. Estes resultados poderão explicar os obtidos por PAGE. 
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Figura 13- Gel de PAGE nativo a 5% corado com nitrato de prata demonstrando as formas nativas das 

proteínas e as suas formas digeridas com neuraminidase. (A)- a2M humana; (B)- AMF; (C)- AMF digerida 

com neuraminidase; (D)- DAP forma intracelular; (E)- DAP forma intracelular digerida com neuraminidase 

(F)- DAP forma secretada; (G)- DAP forma secretada digerida com neuraminidase; (H)- Extracto decidual 

do dia 12 de gravidez. 

PIS A B C D E F 

Figura 14- Focagem isoeléctrica em gel de pH 4-6,5 

corado com nitrato de prata demonstrando as formas 

nativas das proteínas e as suas formas digeridas com 

neuraminidase. 

(A)- AMF; (B)-AMF digerida com neuraminidase; 

(C)- DAP forma intracelular; (D)- DAP forma 

intracelular digerida com neuraminidase (E)- DAP forma 

secretada; (F)- DAP forma secretada digerida com 

neuraminidase. 
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3. Ensaios com ligandos marcados radioactivamente 

A interleuquina-6 (IL-6) é uma citoquina sintetizada durante a gravidez em vários 

tecidos, nomeadamente na decidua e na placenta, e é responsável pela estimulação da 

síntese de ot2M nos hepatócitos. Por outro lado, a IL-6 é também um ligando da ot2M 

humana (Matsuda e col., 1989). Deste modo, iniciámos o estudo de ligação da DAP/AMF 

a ligandos, verificando se as duas formas de 012M do Rato exibiam estas propriedades de 

ligação à IL-6. Posteriormente, realizou-se o estudo da possível ligação com o IGF-I dado 

que no Homem a principal proteína sintetizada pela decidua é uma proteína que liga o 

IGF-I, a IGFBP-1. Em ambos os casos testamos as várias possibilidades de ligação dos 

ligandos marcados radioactivamente com [125I], usando-se como protease a tripsina. A 

tripsina ou não era incluída na preparação, ou era adicionada antes do ligando radioactivo 

(pré-incubação), ou era adicionada simultaneamente com o ligando radioactivo (co-

incubação). 

A AMF foi purificada a partir de plasma de fase-aguda. A DAP foi purificada a partir 

de homogeneizados de tecidos deciduals (forma intracelular) e de meio de incubação de 

expiantes de tecidos deciduals (forma secretada). Quer as proteínas purificadas quer os 

extractos totais e plasmas de fase-aguda foram incubados com o ligando radioactivo 

segundo as condições já descritas anteriormente (Métodos). A pré-incubação e co-

incubação das proteínas com a tripsina resultou na sua conversão em formas de maior 

mobilidade electroforética, as formas "fast". 
Por incubação dos extractos totais, da DAP intracelular e secretada, do plasma de fase 

aguda e da AMF purificada do plasma, nas várias condições de reacção já referidas, 
verificou-se que a ligação da [125I]-IL-6 e do [125I]-IGF-I era restricta a um componente 
de elevado peso molecular com mobilidade idêntica à da AMF e DAP como foi 
demonstrado em PAGE 4-17% (Figs. 15 e 16). 
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Figura 15- Autoradiografia de um gel PAGE nativo a 4-17% contendo várias preparações incubadas com 

[125I]-IL-6. 1- [125I]-IL-6; 2- extracto citosólico de tecido decidual do 129 dia de gravidez; 3- DAP; 4-

AMF; 5- plasma de fase aguda; 6- meio de incubação de tecido decidual do 12a dia de gravidez. 

1 

\ : 

Figura 16- Autoradiografia de um gel nativo 4-17% PAGE demonstrando a ligação de IGF-I ao 

componente de elevado peso molecular no plasma de fase aguda. [125I]-IGF-I (13 nM) foi incubado com: 

1- plasma de fase aguda; 2- plasma de fase aguda pré-incubado com tripsina; 3- plasma de fase aguda co-

incubado com tripsina; 4- AMF purificada; 5- AMF pré-incubada com tripsina; 6- AMF co-incubada com 

tripsina; 7- AMF co-incubada com tripsina e inibidor da tripsina. 
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Para confirmar que os componentes que ligavam a [125I]-IL-6 e o [125I]-IGF-I, 
detectados nos extractos deciduals totais e no plasma de fase aguda, representavam a 
AMF e a DAP, submeteram-se estas preparações a processos de purificação. A ligação 
aos ligandos radioactivos foi pesquisada por autoradiografia e a imunoreactividade das 
proteínas por "western blotting" com um anticorpo policlonal anti-DAP, que também 
reagia com a AMF (Figs 17 e 18). Os extractos do meio de incubação de tecido decidual 
do dia 12 de gravidez foram fraccionados em coluna de Sephacryl S500 e as fracções 
contendo proteínas foram incubadas com [125I]-IL-6 (Fig. 17) e [125I]-IGF-I. Verificou-se, 
para a IL-6, que a presença do ligando marcado estava sempre associada a fracções 
contendo um componente de elevado peso molecular que possuía uma posição de 
migração em PAGE idêntica à DAP purificada. Quando as mesmas amostras foram 
incubadas com [125I]-IGF-I a ligação ocorria nas mesmas fracções e também com o 
componente de elevado peso molecular, mas só quando a tripsina estava presente na 
mistura de incubação. O componente de elevado peso molecular para além de migrar em 
PAGE, numa posição idêntica à DAP/AMF era imunoreactivo com o anticorpo policlonal 
anti-DAP/AMF. 

Durante a purificação da AMF do plasma de fase aguda, a cromatografia de troca 
iónica em DEAE 52 revelou que, na presença de tripsina, para além da ligação à AMF, o 
[125I]-IGF-I se ligava a um segundo componente de elevado peso molecular com 
mobilidade electroforética ligeiramente maior e que poderá ser a alM (Fig.l8B). Foram 
também detectados outros componentes de baixo peso molecular que ligam [125I]-IGF-I e 
que estão presentes nas fracções 35 e 40 (Fig. 18B). 

Para estudar as características da ligação da [125I]-IL-6 e do [125I]-IGF-I testou-se o 
efeito que a tripsina exercia na ligação e qual a influência da sua concentração. Realizou-
se a incubação das proteínas purificadas com a enzima antes da adição do ligando (pré-
incubação), ou por adição simultânea da enzima ao factor (co-incubação). Nas reacções 
de incubação usaram-se razões molares de 1:1 e 1:2 de proteínas:tripsina activa. 
Observou-se que a [125I]-IL-6 formava complexos com idêntica capacidade de ligação 
quer com a forma "slow" das proteínas quer com com a forma "fast", resultante da acção 
da tripsina (Fig. 19). A ligação não era dependente da presença de enzima e ocorria 
também com as proteínas na forma nativa. Além disso, observou-se que tanto a DAP 
como a AMF ligavam a IL-6 com a mesma intensidade, não parecendo existir nestas 
experiências diferenças funcionais, em relação à capacidade de ligação, entre as duas 
proteínas. 
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Figura 17- Extractos totais de meio de incubação de tecido decidual do 12Q dia foram fraccionados em 
"Sephracryl S 500 HR", tampão PBS, pH 7,4. Foram colectadas fracções de 3 ml. (A)- Perfil de eluição; 
(B)- As fracções foram submetidas a electroforese em PAGE nativo 4-17% e o gel foi corado com azul de 
Coomassie; (C)- Autoradiografia das mesmas fracções incubadas com [125I]-lL-6. 
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Pelo contrário, em todas as preparações estudadas, a ligação do [125I]-IGF-I era 
fundamentalmente dependente da co-incubação com a enzima. A presença do inibidor da 
tripsina de soja na mistura de incubação, provocou a inibição da conversão da forma 
"slow" na forma "fast" e um marcado decréscimo na ligação do ligando (Fig.20). 

A ligação do [125I]-IGF-I à DAP ou AMF era essencialmente dependente da 
presença de tripsina na mistura de incubação, isto é, os complexos [125I]-IGF-I-DAP ou-
AMF eram formados em condições de co-incubação durante a transformação da forma 
"slow" em "fast" por acção da tripsina. A forma "fast" gerada em presença de IGF-I, 
ligava uma maior quantidade de [125I]-IGF-I que a forma "slow" ou a forma "fast" pré-
formada (Fig 20B). Por outro lado, verificou-se que a ligação era nitidamente favorecida 
na razão 1:1 (complexos binários) quando comparada com a razão 1:2 (complexos 
ternários) (Fig. 21). 

A 1 2 3 4 

"fast" ~Z I ******* m*mmm ^ a s s * ^ 

Figura 19- Formação do complexo da [125I]-IL-6 com a forma "slow" e a forma "fast" da DAP. Preparações 
de DAP purificada foram incubadas com [125I]-IL-6 e submetidas a 4-17% PAGE e autoradiografia. As 
concentrações de DAP e tripsina usadas foram 0,4uM 1- DAP; 2- DAP pré-incubada com tripsina; 3- DAP 
co-incubada com tripsina na razão 1:1; 4- DAP co-incubada com tripsina na razão 1:2 (DAP:tripsina).(A)-
Coloração com azul de Coomassie; (B)- Autoradiografia. 

m mi * 
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Figura 20- Formação do complexo do [125I]-IGF-I com a DAP. Preparações de DAP purificada foram 

incubadas com [125I]-IGF-I (13 nM) e submetidas a 4-17% PAGE e autoradiografia. As concentrações de 

DAP e tripsina usadas foram 0,4 uM- 1- DAP; 2- DAP pré-incubada com tripsina; 3- DAP co-incubada com 

tripsina; 4- DAP co-incubada com tripsina e inibidor de tripsina. (A)- Coloração com azul de Coomassie; 

(B)- Autoradiografia. 

8 

Figura 21- Autoradiografia de PAGE nativo 4-17% demonstrando a influência da razão molar 

proteína:protease na ligação de [12^I]-IGF-I à DAP. As preparações contendo DAP purificada (0,4 uM) 

foram incubadas com [125I]-IGF-I (13 nM). 1- [125I]-IGF-I; 2- DAP; 3- razão molar DAP:tripsina 1:1 (pré-

incubação); 4- razão 1:1 (co-incubação); 5- razão 1:2 (pré-incubação); 6- razão 1:2 (co-incubação), 7- razão 

1:1 (co-incubação na presença do inibidor da tripsina); 8- razão 1.2 (co-incubação na presença do inibidor da 

tripsina). 
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Para caracterizar a especificidade da ligação realizaram-se experiências de 

competição com os ligandos não marcados radioactivamente. A adição de concentrações 

crescentes de IL-6 não marcada (25 nM, 50 nM, 0,25 uM, 0,5 uM e 1 ̂ M) provocou o 

deslocamento de [125I]-IL-6 do complexo DAP/[125I]-IL-6 e AMF/[125I]-IL-6, sugerindo 

que a ligação era de grande afinidade (Fig. 22). No caso do [125I]-IGF-I, realizaram-se 

experiências de competição adicionando concentrações crescentes de IGF-I na ausência 

ou na presença de tripsina. Nas experiências em que se incluía a DAP ou AMF 

purificadas e tripsina, durante o período de incubação, verificou-se que a adição de 

concentrações crescentes do ligando não radioactivo promovia o deslocamento de [^^1]-

IGF-I da ligação, sugerindo que a ligação era de grande afinidade (Fig.23). A 
concentração necessária de ligando não marcado para se verificar um decréscimo da 

ordem dos 50% (I50) na ligação de [125j/|_[(}F-I à DAP/AMF foi determinada como sendo 

0,9 uM (Fig. 23C). 

■Wm-- m 
"■PP» •'áffltor 

. v. : :.:.,.¾¾ y > ; v ; . ; ^ ^ 

Figura 22- Complexos [125I]-IL-6 / DAP-tripsina e deslocamento da ligação [125I]-IL-6 por acção de 

concentrações crescentes de EL-6 (25 nM, 50 nM, 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM) não marcada radioactivamente. 

As amostras foram separadas por electroforese em PAGE nativo 4-17% e o gel foi submetido a 

autoradiografía: 1- [125I]-IL-6; 2- 25 nM; 3- 50 nM; 4- 0,25 uM; 5- 0,5 uM; 6- 1 \M. 
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Figura 23- Complexos [125I]-IGF-I / DAP-tripsina e deslocamento da ligação [125I]-IGF-I por acção de 
concentrações crescentes de IGF-I não marcado radioactivamente. 
As amostras foram separadas por electroforese em PAGE nativo 4-17%. (A)- Coloração com azul 
Coomassie (B)- autoradiografia. 
Linhas 1 a 5: incubação de [125I]-IGF-I com a DAP 0,4 uM, tripsina 0,4 uM e crescentes concentrações de 
IGF-I não radioactivo. Linhas 6 a 10: incubações nas mesmas condições mas sem a presença de tripsina. 
Usaram-se as seguintes concentrações de IGF-I : 13 nM (linhas 1 e 6); 65 nM (linhas 2 e 7); 0,3 uM (linhas 3 
e 8); 0,65 uM (linhas 4 e 9); 1,3 uM (linhas 5 e 10). (C)- Determinação do valor I50 para os complexos 
[125I]-IGF-I/DAP. As bandas do gel foram cortadas e submetidas a contagem em contador y para a 
determinação quantitativa do deslocamento da reacção. 
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A análise electroforética por SDS/PAGE com ou sem P-mercaptoetanol seguida de 

autoradiografía demonstrou que o reduzido nível de ligação do [l25I]-IGF-I pela 

AMF/DAP na forma "slow" era não covalente, enquanto que a co-incubação da 

AMF/DAP com o ligando marcado e a tripsina resultava numa associação covalente. Os 

complexos [125I]-IGF-I / proteínas-tripsina não eram alterados por tratamento com SDS 

ou com o P-mercaptoetanol, levando a considerar que esta interacção é 

predominantemente covalente. Utilizando o SDS sem o p-mercaptoetanol, verifícou-se 

que o [125I]-IGF-I aparecia na banda de 360 kDa correspondente às duas metades da 

molécula da a2M ligadas por pontes dissulfureto. Na presença do SDS e do (3-

mercaptoetanol o [125i]-IGF-I estava associado a uma banda de 97 kDa que resultou da 
clivagem da "bait region" (Barrett e col., 1979),(Fig.24). 

A 1 2 B 1 2 
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Figura 24- Autoradiografias de SDS-PAGE 4-17% demonstrando a incorporação covalente de [,25I]-1GF-I 

na AMF. (A)- gel com SDS e sem P-mercaptoetanol. (B)- gel corn SDS e corn P-mercaptoetanol. 1-

incubação da AMF 0,4 \iM corn [l25I]-IGF-I; 2- coincubação da AMF 0,4 p.M corn [l25I]-IGF-I e tripsina 

0,4 (iM. 
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4. Aspectos histológicos das transformações uterinas durante a gravidez e localização 

do m RN A codifiante para a a2M 

O estudo da localização do mRNA codifícante para a a2M foi feito por hibridização 
in situ, em cortes histológicos de parafina. A especificidade da sonda utilizada nas 
reacções de hibridização foi confirmada por "Northern blot". Nesta técnica utilizou-se o 
RNA total extraído do tecido decidual no 122 dia de gravidez e como sonda, a mistura de 
três oligonucleotides também utilizada para a pesquisa do mRNA codifícante para a a2M 
nos cortes histológicos. O "Northern blot" evidenciou a hibridização da sonda com uma 
banda de 5,2 kb na preparação do RNA total de tecido decidual. No entanto, não foi 
observada qualquer reacção com o fígado de rato adulto, que como se sabe só expressa o 
mRNA codifícante para a a2M após a indução de um estado inflamatório (Fig.25). 

1 2 

Figura 25- "Northern blot" do RNA total (30 ug) extraído do 

fígado de adulto (1) e do RNA total (30 |ig) extraído do tecido 

decidual no 12a dia de gravidez (2) onde se detectou a presença de 

uma banda de 5,2 kb correspondente ao mRNA da a2M. 

As reacções de hibridização in situ foram realizadas com a sonda marcada com 
digoxigenina. Utilizou-se como controlo positivo o fígado fetal, já que foi demonstrado 
que este tecido sintetiza o mRNA codifícante para a a2M (Kodelja e col., 1986). Assim, 
usaram-se cortes histológicos de útero onde o fígado fetal era visível (Fig.26). Como 
controlo negativo foi usada uma mistura de hibridização que não incluía a sonda. Para 
confirmarmos que o sinal era proveniente de hibridização com o RNA e não com o DNA 

-«kb 
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realizaram-se digestões com RNAseA. A digestão fez desaparecer o sinal o que 
demonstra a sua especificidade. 

Figura 26- Hibridização in situ do mRNA codificante para a oc2M em corte transversal de útero no 19s dia 

de gestação (x 13).Este corte histológico inclui o fígado fetal (seta), que funciona como controlo positivo da 

reacção de hibridização. GM- glândula metrial; P- placenta. 

Realizou-se o estudo da expressão do mRNA codificante para a oc2M em úteros não 

grávidos durante todas as fases do ciclo estral, no deciduoma e durante a gravidez. 
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Durante o ciclo estral não foi detectado o sinal de hibridização em qualquer dos dias 

do ciclo. 
No Rato, o período de gestação tem a duração de 21-22 dias e a implantação do 

blastocisto ocorre na zona antimesometrial do endométrio, no 5- dia, numa zona de 
características especiais que é uma extensão do lúmen uterino e se chama câmara de 
implantação. Nos 6- e 1- dias e em resposta à implantação, as células do estroma do 
antimesométrio junto ao blastocisto sofrem a reacção decidual, diferenciam-se em células 
deciduais e formam a zona decidual primária. Posteriormente esta diferenciação propaga-
se ao restante endométrio. 

Nos dias 5, 6 e 7 de gravidez não foi detectada a expressão do mRNA codifícante para 

aa2M. 

Dias 7-8 
No dia 7 o lúmen uterino possui uma extensão antimesometrial que é a câmara de 

implantação. A câmara de implantação contém o blastocisto e a cripta decidual que se 
estende no antimesométrio mais profundamente. A decidua antimesometrial está em 
expansão e apresenta-se dividida em três regiões: a zona de implantação, antimesometrial 
ao embrião e com células deciduais em degeneração; a zona decidual primária com 
células deciduais grandes, justapostas, e sem espaços intercelulares e a zona decidual 
secundária com menor densidade celular (Fig.27A). A zona decidual primária é a 
primeira a decidualizar e rodeia o embrião no antimesométrio. A decidua primária está 
rodeada por uma região de células que decidualizaram, as células deciduais maduras. 
Estas, são células grandes, poliédricas, justapostas e paralelas umas às outras. Os seus 
núcleos são redondos e os nucléolos proeminentes, por vezes são binucleadas e o seu 
citoplasma apresenta basofïlia. À medida que nos vamos afastando do embrião observam-
se células com morfologia intermédia entre células deciduais maduras e fíbroblastos e 
que poderão ser chamadas de células pré-deciduais, de morfologia estrelada, com 
prolongamentos citoplasmáticos e separadas por grandes espaços extracelulares 
(Fig.27B). As células pré-deciduais aparecem por sua vez rodeadas por uma camada de 
fíbroblastos (células do estroma não diferenciadas) que se encontram junto ao miométrio. 

O epitélio uterino junto ao estroma decidualizado da câmara de implantação é 
descontínuo e as células epiteliais estão em degeneração sendo possível observarem-se 
restos celulares. As células epiteliais do lúmen no pólo mesometrial apresentam 
morfologia normal. 
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No 8- dia a reacção decidual que tinha começado antimesometrialmente no estroma, 
circunscrita aos locais onde ocorreu a implantação do blastocisto, está agora presente 
numa grande área da decidua antimesometrial. Neste dia, a decidua mesometrial e lateral 
estão num estágio muito inicial de decidualização. A expressão do mRNA codifícante 
para a a2M é pela primeira vez detectável, embora demasiado fraca para ser vísivel em 
fotografia. A expressão encontra-se no citoplasma das células da decidua lateral entre o 
antimesométrio e o mesométrio formando duas manchas de sinal de cada lado do 
embrião. 

Dia 9 
No dia 9, o embrião ocupa toda a câmara de implantação no antimesométrio mas não 

está em contacto com os tecidos do mesométrio. O lúmen uterino está rodeado por células 
deciduais e o seu epitélio está em degeneração. O lúmen na sua porção mesometrial (para 
a qual o cone ectoplacentário se dirige) apresenta continuidade com o lúmen dos 
sinusóides maternos. Estes sinusóides aparecem na vizinhança do lúmen da câmara de 
implantação no pólo mesometrial, irradiando mesometrialmente e lateralmente desde o 
lúmen da câmara mesometrial (Fig.28A). Os lumens destes sinusóides estão dilatados, as 
células endoteliais aparecem hipertrofiadas e observam-se alguns leucócitos 
marginalizados. Estes sinusóides estão rodeados por células do estroma decidual izadas. 

A decidua antimesometrial pode facilmente distinguir-se da recentemente formada 
decidua mesometrial pelo aspecto das células deciduais que no antimesométrio são 
células grandes, por vezes binucleadas e de citoplasma marcadamente basófilo. 
Limitando externamente a decidua antimesometrial e separando-a da zona de fíbroblastos 
não decidualizados, existe uma fina camada de células compactadas correspondente à 
área descrita como "cápsula fibrínoide" por Bulmer e Dickson (1961), (Fig. 2 8A). 

No mesométrio o estroma junto ao lúmen uterino é constituído por uma massa 
compacta de células deciduais enquanto que mais na periferia as células deciduais 
apresentam-se com grandes espaços intercelulares. 

Os locais de expressão do mRNA codifícante para a DAP são idênticos aos do 82 dia 
embora com maior intensidade de sinal. O sinal era especialmente intenso nas células da 
decidua lateral em redor do embrião. As células deciduais do pólo mesometrial eram 
essencialmente negativas. A camada muscular circular apresentava expressão. Neste dia, 
o sinal foi ainda detectado na decidua antimesometrial na zona da "cápsula fibrinóide" 
(Fig28B). 
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Figura 27A,B- (A)- Corte transversal de 
útero no 7a dia de gravidez (x60). 
Coloração com hematoxilina e eosina. 
Notar na decidua antimesometrial a zona 
decidual primária (assinalada no quadrado). 
(B)- ampliação da zona assinalada em A 
(x400). As células deciduais maduras 
apresentam citoplasma basófilo e nucleolus 
proeminentes (>-). Rodeando a decidua 
primária encontram-se as células pré-

deciduais de forma estrelada e com 
prolongamentos citoplasmáticos (-»■). 
DAM- Decidua antimesometrial; DP-

Decidua primária; CM- Camada muscular 
circular; CL-Camada muscular longitudinal. 

B 

DP 

m 
* 9 
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A B 

Figura 28- Corte transversal de útero no 99 dia de gravidez (x 40). (A)- Coloração com hematoxilina/eosina; 

(B)- Expressão do mRNA codifiante da a2M, que pode ser encontrada na zona da cápsula fibrinoide, 

decidua lateral e camada muscular circular. DM- Decidua mesometrial; MC- Camada muscular circular; DL-

Decidua lateral; E- embrião; CF- Cápsula fibrinoide; DAM- Decidua antimesometrial; L- Lúmen uterino; S-
Sinusóides. 
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Dia 10 
No 10e dia, o estroma uterino atingiu o máximo de diferenciação e pode dividir-se em 

várias regiões: a decidua antimesometrial; a cripta decidual, localizada na extremidade 

antimesometrial da câmara de implantação; a decidua mesometrial com células de 

morfologia estrelada e células contendo grânulos, de localização mesometrial em relação 

ao embrião; a zona de células deciduais ricas em glicogénio entre o antimesométrio e o 

mesométrio; e uma região de células do estroma indiferenciadas entre o estroma 

decidualizado e o miométrio. 

A decidua antimesometrial expandiu-se totalmente ocupando praticamente toda a área 

do antimesométrio. As células deciduais mais próximas do embrião aparecem com sinais 

de degeneração. À medida que nos afastamos do embrião e nos aproximamos do 

miométrio, a densidade celular diminui e aparecem maiores espaços intercelulares. Junto 

ao miométrio continua a observar-se uma zona de estroma não decidualizado e a cápsula 

fíbrinóide (Fig. 29A). 

No IO2 dia, o embrião cresceu em direcção ao mesométrio e ocupa já toda a câmara 

de implantação. No pólo mesometrial está localizado o triângulo mesometrial onde a 

glândula metrial se está a desenvolver e onde existem células de tipologia flbroblástica e 

células granulares. A decidua mesometrial está claramente diferenciada. A sua zona mais 

externa está imediatamente adjacente ao estroma não decidualizado e inferior à camada 

muscular circular. Segue-se uma zona principal, onde existem dois tipos de células, as 

células deciduais e as células granulares. As células deciduais mesometriais são mais 

pequenas que as do antimesométrio, apresentam-se com citoplasma basófilo e por vezes 

binucleadas. São células que possuem numerosos prolongamentos citoplasmáticos o que 

lhes confere um aspecto estrelado ou espinhoso. Por vezes as células comunicam entre si 

por prolongamentos citoplasmáticos existindo no entanto muitos espaços intercelulares. 

Estas células é que conferem o aspecto característico da decidua mesometrial. As células 

granulares são raras, possuem grânulos no seu citoplasma, por vezes são binucleadas e 

encontram-se entre as células deciduais sobretudo na região central do mesométrio. 

Lateralmente ao embrião e na fronteira entre o antimesométrio e o mesométrio existe a 

decidua lateral com a zona das células ricas em glicogénio. O seu citoplasma aparece 

pouco corado com a coloração de rotina (hematoxilina/eosina) (Fig.29A). Estas células 

rodeiam capilares de lúmen dilatado. Nesta zona os sinusóides na vizinhança da câmara 

de implantação, irradiam lateralmente para o lúmen, aparecendo dilatados e com as 

células endoteliais hipertrofiadas com núcleos salientes para o lúmen. E possível 
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observarem-se leucócitos marginalizados. Os lumens destes sinusóides são muitas vezes 

contínuos com o lúmen da câmara de implantação (Fig.29C). 

O cone ectoplacentário iniciou a invasão dos tecidos maternos. As células do cone 

ectoplacentário migraram para o espaço anteriormente ocupado pelo lúmen uterino e 

aparecem em contacto com o estrema e as células deciduals. À medida que o cone 

ectoplacentário ocupa a região mesometrial, as células do trofoblasto vão contactando 

com os sinusóides e assim in vivo o cone ectoplacentário está em contacto com o sangue 

materno que flui nos sinusóides. 

Quanto à expressão do mRNA codifiante para a DAP, no antimesométrio as células 

deciduals continuavam sem reactividade e as células da cápsula fíbrinóide continuavam a 

apresentar um sinal intenso. Nesta região, o miométrio, não continha qualquer sinal (Fig. 

29B e D), enquanto que na região mesometrial a camada muscular, já em adelgaçamento, 

e as células do endométrio adjacente apresentavam uma forte positividade (Fig.29B). Foi 

ainda encontrada uma marcação intensa na decidua lateral, na área das células ricas em 

glicogénio, embora, decrescendo para a zona central da região mesometrial, não sendo 

detectada expressão na área central da decidua mesometrial (Fig. 29 B e D). 

Dia 11 

No 11- dia, o novo lúmen uterino está a formar-se de ambos os lados do 

antimesométrio e a separar a decidua antimesometrial que já regrediu e constitui agora a 

decidua capsular (Fig.30A). Essa separação ocorre na zona fibrosa de tecido conjuntivo 

da cápsula fíbrinóide, local onde mais tarde se dará a clivagem da parede uterina durante 

o parto. No pólo mesometrial observa-se a invasão da decidua pelas células trofoblásticas 

do cone ectoplacentário (Fig. 30A,C). 

A expressão na decidua mesometrial era semelhante à do 10Q dia, isto é, as células 

deciduals da decidua lateral e as células deciduais do mesométrio apresentavam 

expressão, embora agora mais intensa na zona central do mesométrio. No pólo 

mesometrial, o miométrio mostrava um intenso sinal na camada muscular junto ao 

estrema não decidualizado (Fig.30B). Na região do triângulo mesometrial, as células tipo 

fíbroblásticas adjacentes à camada muscular circular iniciaram a expressão do mRNA 

enquanto que no cone ectoplacentário, que invadia a decidua materna, não foi detectado 

qualquer sinal. (Fig. 30B,D). 
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B 

Figura 29 A, B- Corte transversal de útero no 10s dia de gravidez (x 36). (A)- Coloração com 

hematoxilina/ eosina; (B)- Expressão do mRNA codifiante da a2M. A expressão encontra-se na zona da 

decidua mesometrial e na zona da decidua lateral. A decidua antimesometrial é negativa excepto na zona da 

cápsula fibrinóide. As zonas delimitadas por quadrados estão representadas em (C) e (D). DM- Decidua 

mesometrial; DAM -Decidua antimesometrial; CM- Camada muscular circular; DL -Decidua lateral; E-

embrião; CF- Cápsula fibrinóide. 
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Figura 29 C, D- Corte transversal de útero no 10s dia de gravidez (x200). (C)- Ampliação do quadrado 
representado na Fig.29B. A zona central do mesométrio e o embrião não exibem o sinal enquanto a zona 
lateral da decidua, na zona das células ricas em glicogénio, apresenta sinal indicativo da expressão. De notar 
o lúmen dilatado de muitos sinusóides e a sua fusão com o lúmen uterino já todo preenchido pelo embrião. 
(D)- Ampliação do quadrado representado na Fig.29B mostrando a decidua do antimesométrio sem sinal, 
enquanto a cápsula fibrinoide se apresenta positiva. DAM- Decidua antimesometrial; CM- Camada muscular 
circular; DL -Decidua lateral; E- embrião; CF- Cápsula fibrinoide; Ei- Estroma não decidualizado; S-
Sinusoides; CE- Cone ectoplacentário. 
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B 

Figura 30 A, B- Corte transversal de útero no IIe dia de gravidez (x 30). As zonas delimitadas por 

quadrados estão representadas em C e D. (A)- Coloração com hematoxilina/eosina; (B)- Expressão do 

mRNA codificante da oc2M em toda a decidua mesometrial e lateral. As células do trofoblasto do cone 

ectoplacentário não expressam o sinal. DM- Decidua mesometrial; CM- Camada muscular circular. CE-

Cone ectoplacentário; Lu- Lúmen uterino; DC- Decidua capsular. 
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Figura 30 C, D- Corte transversal de útero no 11Q dia de gravidez. (C)- Ampliação do quadrado 

representado na Fig. 30A, evidenciando a zona do cone ectoplacentário (x200); (D)- Ampliação do quadrado 

representado na FigJOB, demonstrando a expressão do mRNA codifícante para a a2M (x200). As células do 

trofoblasto do cone ectoplacentário não expressam o sinal, enquanto que a zona da decidua adjacente 

apresenta expressão. DM- Decidua mesometrial; DL- Decidua lateral; Tr- Trofoblasto. 
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Dia 12 

No 122 dia, a placenta definitiva está já em formação na região mesometrial, 

observando-se nessa zona a invasão pelo trofoblasto da artéria central do mesométrio 

(Fig. 3IA). A decidua antimesometrial forma, agora, uma fina camada de células 

deciduais em degeneração constituindo a decidua capsular. Entre a decidua mesometrial e 

a camada muscular circular é possível observar-se uma fina camada acidófíla de células 

do estroma compactadas, que está presente lateralmente, e se estende na direcção do 

mesométrio. As células granulares da glândula metrial são abundantes no triângulo 

mesometrial e tendem a acumular-se à volta dos vasos sanguíneos. 

O mRNA codifícante para a a2M era expresso em todas as células deciduais do 

mesométrio, com maior intensidade na área central junto ao cone ectoplacentário invasor 

e junto aos vasos invadidos por células trofoblásticas, mas não nas células granulares 

(Fig. 3IB). A camada muscular circular continuava a expressar o sinal na região do 

mesométrio. Não se detectaram transcritos nas células trofoblásticas do cone 

ectoplacentário (Fig.31B). 

Dia 13 

No 13- dia, a placenta continua em desenvolvimento. Algumas células do cone 

ectoplacentário ficam cada vez mais preenchidas com glicogénio e com aspecto 

vacuolizado em hematoxilina e eosina, designando-se por células glicogénicas. O 

crescimento do embrião na cavidade amniótica vai provocando um aumento do tamanho 

do útero, e a camada muscular, sob esta pressão, vai ficando mais adelgaçada (Fig. 32A). 

A decidua mesometrial vai progressivamente atrofiando formando uma faixa estreita, a 

decidua basal. 

Na base do mesométrio encontra-se a glândula metrial contendo células tipo 

fibroblásticas e células contendo numerosos grânulos, as células granulares da glândula 

metrial. A decidua está separada da glândula metrial somente por algumas fibras da 

camada muscular circular que entremeiam com numerosas células granulares da glândula 

metrial. É possível observar-se na zona central do mesométrio, a artéria placentária que 

cursa através da glândula metrial e abastece de sangue os canais arteriais maternos da 

placenta (Fig. 32 A, C). As células trofoblásticas endovasculares, que apresentam forte 

basofília, forram a parede da artéria placentária e estão em contacto com o estroma 

composto por células deciduais e células granulares da glândula metrial (Fig. 32 A, C). As 

células tipo fibroblastásticas formam conjuntamente com as células granulares da 
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glândula metrial e fibras do conjuntivo característicos arranjos de bainhas em volta dos 

grandes vasos maternos. 
Neste dia, a expressão do mRNA codifícante para a a2M foi observada em todo o 

mesométrio embora nas áreas laterais não existisse uma expressão tão intensa como no 
12e dia (Fig. 32B). A expressão continuou muito intensa à volta dos vasos sanguíneos 
invadidos por células trofoblásticas que agora se estendiam até à glândula metrial (Fig. 
32B, D). Nesta zona, as células tipo fibroblásticas apresentavam forte positividade 
enquanto que as células granulares da glândula metrial e as células trofoblásticas eram 
negativas. A camada muscular circular, em estiramento, evidenciou uma intensa 
positividade enquanto que na zona do antimesométrio não apresentava o sinal. O sinal 
também não era detectável em qualquer das zonas da placenta contrastando com a intensa 
expressão na decidua basal adjacente. 

Dia 14 

No 14̂  dia, a glândula metrial apresenta-se bem desenvolvida. As células granulares 
são abundantes, com citoplasma contendo grânulos acidófilos e de núcleo redondo com 
neucléolo proeminente (Fig. 33C). Estas células, juntamente com as células 
fibroblásticas, formam arranjos perivasculares em relação aos vasos maternos. A decidua 
basal está cada vez mais reduzida a uma pequena faixa imediatamente adjacente à 
placenta. A camada muscular circular aparece cada vez mais delgada e em ruptura em 
direcção à glândula metrial. Atravessando esta ruptura aparecem projeccções de massas 
de tecidos da placenta para o mesométrio estirando a camada muscular que está 
adelgaçada e por vezes interrompida (Fig. 33A). A camada de células gigantes do 
trofoblasto, que faz a separação entre os tecidos maternos e a placenta, é interrompida na 
sua zona central por vasos maternos que se dirigem para os tecidos fetais e estão 
revestidos por células trofoblásticas (Fig. 33A). A placenta está agora dividida em duas 
regiões bem definidas, a zona basal e a zona do labirinto. 

A expressão do mRNA codifícante para a a2M continuava a ser intensa na camada 
muscular. A decidua basal era positiva, em contraste com a negatividade apresentada pela 
placenta (Fig. 33B). Na região da glândula metrial todas as células expressavam o mRNA 
codifícante para a ot2M, à excepção das células granulares da glândula metrial que 
permaneciam claramente negativas (Fig. 33D). A digestão com RNAase A resultou numa 
total ausência na detecção da expressão do mRNA codifícante para a a2M o que 
demonstra a especificidade de sinal (Fig. 33E). 
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Figura 32 C,D- Corte transversal de útero no 13s dia de gravidez (x200). (C)- Ampliação da zona assinalada 

na Fig.32A; (D)- Ampliação da zona assinalada na Fig.32B. A expressão do mRNA codificante para a a2M 

é intensa nas células deciduals que rodeiam os vasos invadidos por trofoblasto 

GM- Glândula metrial; CM- Camada muscular circular; V- Vasos sanguíneos; Tr- Trofoblasto 
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Figura 33 A, B- Corte transversal de útero no 14a dia de gravidez (x36) (A)- Coloração com 

hematoxilina/eosina; (B)- Expressão do mRNA codificante para a a2M. A expressão é intensa na glândula 

metrial, na decidua basal e na camada muscular circular. Na placenta não foi detectado qualquer sinal. Os 

quadrados assinalam as áreas ampliadas nas Figs 33 C e D. GM- Glândula metrial.; DB- Decidua basal; CM-

Camada muscular circular; V- Vasos sanguíneos; ZB- Zona basal; L- Labirinto 
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Figura 33 C, D- Corte transversal de útero no 14° dia de gravidez. Ampliações dos quadrados assinalados 

nas Figs 33A e B (x400). (C)- Coloração com hematoxilina e eosina; (D)- Expressão do mRNA codificante 

para a a2M. A expressão é intensa nas células da decidua basal e nas células da glândula metrial, mas não é 

detectada nas células granulares da glândula metrial assinaladas com setas. GM- Glândula metrial; DB-

Decidua basal; CM- Camada muscular circular 



Figura 33 E- Corte transversal de útero no 14- dia de gravidez. (x400) em que se fez a digestão do corte 

com a RNAase A. A digestão do RNA resultou numa total ausência da detecção do mRNA codifícante para 

a a2M Utilizou-se um corte consecutivo ao da Fig. 3 2D e está representada a mesma área dessa figura. GM-

Glândula metrial; DB- Decidua basal; CM- Camada muscular circular. 
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Dias 16-19 

A partir do dia 16 a organização estrutural dos tecidos uterinos não sofre mudanças 

acentuadas mas o útero sofre um aumento de diâmetro devido ao crescimento do feto e da 

placenta. Por volta do dia 16 a placenta atinge o seu máximo de diferenciação e 

desenvolvimento sobretudo à custa da expansão da zona do labirinto. A glândula metrial é 

agora muito grande e estende-se para o mesentério. A decidua basal está reduzida a uma 

faixa estreita adjacente à placenta (Fig. 34A). Este tecido sofre uma regressão progressiva 

e no final da gestação está atrofiado restando uma fina camada a separar a glândula 

metrial da placenta (Fig. 35A). 

A expressão para o mRNA codifícante para a a2M não sofreu modificações durante 

os últimos estádios da gestação. O sinal continuou a ser detectado na glândula metrial, na 

camada muscular circular e na decidua basal até à sua regressão, tal como demonstrado 

para o 162 dia na Fig. 34B. As células granulares da glândula metrial continuaram sem 

expressão do mRNA. No 19g dia, a decidua basal, que está reduzida a uma pequena faixa, 

continua a expressar o mRNA. A expressão era ainda intensa nas células da glândula 

metrial, permanecendo negativa nas células granulares e na placenta (Fig. 35B). 

Deciduoma 
O padrão de expressão observado no deciduoma foi essencialmente o mesmo que na 

gravidez. No antimesométrio não era visível qualquer sinal. No mesométrio o mRNA era 

expresso nas células deciduais e nas células da camada muscular circular. Na glândula 

metrial o sinal era intenso nas células fibroblásticas enquanto as células granulares não 

apresentavam expressão (Fig. 36). 
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Figura 34- Corte transversal de útero no 16a dia de gravidez (x30). (A)- Coloração com 

hematoxilina/eosina; (B)- Expressão do mRNA codiflcante da a2M. A expressão é intensa na glândula 

metrial, na camada muscular circular e na decidua basal. A placenta não expressa o sinal. GM- Glândula 

metrial; CM- Camada muscular circular; DB- Decidua basal; P- placenta. 
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Figura 35- Corte transversal de útero no 195 dia de gravidez (x28). (A)- Coloração com hematoxilina e 

eosina; (B)- Expressão do mRNA codifícante da a2M. A expressão é intensa na glândula metrial. A placenta 

não expressa o sinal. GM- Glândula metrial; DB- Decidua basal; P-placenta. 
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Figura 36- Corte transversal de deciduoma (x30). O padrão de expressão do mRNA codifícante para a oc2M 

é essencialmente o mesmo que o encontado no útero grávido. O sinal pode observar-se na decidua 

mesometrial, glândula metrial e camada muscular circular. 

GM- Glândula metrial; CM- Camada muscular circular; DM- Decidua mesometrial 
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5. Localização dos mRNAs codificantes para o IGF-I e o IGF-II 

Nas reacções de hibridização in situ para a localização dos mRNA codificantes para o 

IGF-I e IGF-II utilizou-se como sonda uma mistura de seis oligonucleotides marcada com 

digoxigenina. Como controlos positivos usaram-se cortes histológicos de fígado adulto, 

no caso do IGF-I (Fig. 37), e de fígado fetal, no caso do IGF-II (Fig. 38). Como controlo 

negativo usaram-se lâminas onde a sonda não foi incluída na mistura de hibridização. 

Para confirmarmos que o sinal era proveniente da hibridização com o RNA e não com o 

DNA realizaram-se digestões com RNAase A. A digestão fez desaparecer o sinal o que 

demonstra a sua especificidade. 

Realizou-se o estudo da expressão dos mRNAs codificantes para o IGF-I e o IGF-II 

durante o ciclo estral. Foi observada uma expressão semelhante para ambos os mRNAs 

durante todas as fases do ciclo, localizada essencialmente no estroma, no epitélio 

glandular e no epitélio luminal, embora com maior intensidade no miométrio (Fig. 

39B,C). 

Durante a gravidez, estudámos cortes histológicos correspondentes a três períodos de 

desenvolvimento, o período inicial pós-implantação, o período mediano e o período de 

crescimento da placenta. O período compreendido entre o dia 7 e o dia 10 é caracterizado 

pelo desenvolvimento da decidua no antimesométrio e seguidamente no mesométrio. Nos 

dias 11 e 12 o cone ectoplacentário inicia a invasão dos tecidos matemos. Do 135 ao 16e 

dia ocorre a formação da placenta hemocorial. 

Dias 7-8 

Durante o 1- dia, a expressão para ambos os mRNAs encontrava-se em todo o corte 

sendo mais intensa na camada muscular circular e no epitélio luminal (Fig.40). O epitélio 

glandular também apresentava expressão. No antimesométrio o sinal apresentava-se mais 

intenso na zona decidual primária, ficando cada vez menos intenso à medida que nos 

afastávamos do lúmen uterino. 

No 8- dia, o padrão de expressão no antimesométrio permaneceu essencialmente igual 

ao 1- dia para os dois mRNAs. No entanto, na camada muscular circular da zona 

antimesometrial verifícou-se um decréscimo na positividade para o IGF-I. No mesométrio 

era possível observarem-se células de morfologia tipo fibroblástica e outras de forma 

arredondada. Ambos os tipos de células expressavam o mRNA codificante para o IGF-I 

sobretudo na zona central e com uma menor intensidade nas áreas laterais. Para o mRNA 
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codifícante do IGF-II foi detectada uma fraca positividade nas células do estroma do 
mesométrio junto à camada muscular circular. 

^ e O 

Figura 37- Corte transversal de fígado adulto (x200). A expressão do mRNA codifícante para o IGF-I pode 

ser detectada nos hepatócitos. 

• ^ - r 

M 

ih ' . * £ 
Figura 38- Corte transversal de fígado fetal (x400). A expressão do mRNA codifícante para o IGF-II pode 

ser detectada nos hepatócitos fetais. 
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Figura 39- Corte transversal de útero em diestro (x 36). (A)- Hematoxilina e eosina; (B)- A expressão do 

mRNA codificante para o IGF-I pode ser detectada no epitélio do lúmen e nas camadas musculares circular e 

longitudinal. No estroma apresenta-se difusa; (C)- A expressão do mRNA codificante para o IGF-II é muito 

semelhante à do [GF-I. L- Lúmen uterino; CM- Camada muscular circular; CL- Camada muscular 

longitudinal. 
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Figura 40- Corte transversal de útero no 7-

dia de gravidez (x 60). A expressão do 

mRNA codifícante para o IGF-I pode ser 

detectada no epitélio do lúmen e nas 

camadas musculares circular e longitudinal. 

No estroma apresenta-se difusa, com um 

sinal mais intenso na zona decidual primária. 

DAM- Decidua antimesometrial; DP-

Decidua primária; CM- Camada muscular 

circular; CL- Camada muscular longitudinal. 

Dia 9 

No 9- dia, a camada muscular circular no antimesométrio era negativa para o mRNA 

codifícante do IGF-I e fracamente positiva para o IGF-II. No mesométrio a camada 

muscular apresentava uma fraca expressão para ambos os mRNAs. Na decidua a 

expressão era intensa para o IGF-I (Fig.41), não sendo detectável para o IGF-II. A decidua 

antimesometrial era negativa para os dois mRNAs excepto para o IGF-II na região lateral 

e adjacente ao miométrio, na área da cápsula fíbrinóide. Algumas células endoteliais dos 

sinusóides na área das células nicas em glicogénio eram positivas para o mRNA 

codifícante do IGF-I. 
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Dia IO 

No IO2 dia, a decidua antimesometrial mostrou-se negativa para ambos os mRNAs, 

mantendo-se contudo a expressão do mRNA codifiante para o ÍGF-II na cápsula 

fíbrinóide. No antimesométrio a expressão para o mRNA codifiante para o IGF-I era 

negativa na camada muscular circular e muito fraca para o IGF-II. A expressão na camada 

muscular do mesométrio era também muito fraca para ambos os factores com excepção 

de duas áreas do mesométrio lateral em que a expressão era fracamente positiva para o 

IGF-I e mais fraca para o IGF-II. Na decidua mesometrial a expressão era muito intensa 

para o mRNA codifícante do IGF-I, sendo ainda mais intensa na decidua lateral. A 

expressão para o mRNA codifícante do IGF-II não era detectável. Na área das células 

ricas em glicogénio, o endotélio em alguns sinusóides era positivo para ambos os 

mRNAs. Na decidua mesometrial, as células deciduais e as granulares mostraram-se 

positivas para o mRNA codifícante para o IGF-I. No triângulo mesometrial as células 

fíbroblásticas e granulares eram também positivas para o mRNA codifícante para o IGF-I. 

Figura 41- Corte transversal de útero no 9'-
dia de gravidez (x 40). A expressão do 
mRNA codifícante para o IGF-I pode ser 
detectada na decidua mesometrial. A decidua 
antimesometrial não apresenta expressão. 
DM- Decidua mesometrial; DAM- Decidua 
antimesometrial; CF- Cápsula fíbrinóide. 

/ DM 

DAM 
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Dia 11 

No II e dia, a expressão para o mRNA codifícante para o IGF-I era negativa na 

camada muscular circular em toda a sua extensão. A decidua lateral e a área das células 

ricas em glicogénio também não apresentavam marcação, à excepção das células 

endoteliais nos sinusóides. Na decidua mesometrial e triângulo mesometrial a expressão 

foi detectada nas células de morfologia tipo fíbroblástica e redonda, particularmente junto 

à camada muscular circular. A expressão mais intensa foi encontrada no cone 

ectoplacentário (Fig.42). A expressão do mRNA codifícante para o IGF-ÍÍ não foi 

detectada no mesométrio nem na glândula metrial e o endotélio dos sinusóides era 

negativo. O cone ectoplacentário apresentava marcação. 

Figura 42- Corte transversal de útero no 112 

dia de gravidez (x32). A expressão do 

mRNA codifícante para o IGF-Í é detectada 

mais intensamente na zona adjacente â 

camada muscular. A expressão é intensa nas 

células do trofoblasto do cone 

ectoplacentário DM- Decidua mesometrial, 

DAM- Decidua antimesometrial; CM-

Camada muscular circular; CE- Cone 

ectoplacentário 
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Dia 12 

No \2Q dia, a expressão para o mRNA codifícante para o IGF-I na camada muscular 

circular era negativa. O sinal podia ser detectado na decidua lateral e no endotélio dos 

sinusóides (Fig. 43C). Na zona central da decidua mesometrial, as células deciduais e as 

células granulares apresentavam intensa positividade que era particularmente intensa nas 

que rodeavam a artéria central do mesométrio (Fig. 43B). Na glândula metrial as células 

de morfologia tipo fibroblástico e as células redondas expressavam intensamente o sinal. 

O sinal era intenso nas células do cone ectoplacentário. As células do trofoblasto 

endovascular mostravam-se positivas (Fig. 43B). A expressão para o mRNA codifícante 

do IGF-II não foi detectada na camada muscular circular, decidua mesometrial ou camada 

muscular. As células do trofoblasto que invadiam os vasos sanguíneos e as células do 

cone ectoplacentário exibiam marcações positivas para este factor (Fig. 44). 

Dia 13 

No 13- dia não foi detectada a expressão do mRNA codifícante para o IGF-I nas 

células deciduais na área dos sinusóides laterais, mas as células endoteliais continuavam a 

expressá-lo. A decidua do mesométrio, incluindo as células granulares da glândula 

metrial, apresentava expressão (Fig.45B). Na glândula metrial, a expressão era intensa nas 

células tipo fíbroblásticas e nas células granulares da glândula metrial. Esta expressão 

também foi detectada nas células granulares e fíbroblásticas que rodeiam os vasos 

sanguíneos e que formam arranjos perivasculares característicos (Fig.45C). A expressão 

deste mRNA era muito intensa no trofoblasto endovascular e em todas as células 

trofoblásticas da placenta (Fig.45B). O mRNA codifícante para o IGF-II não era expresso 

nos tecidos maternos. No entanto, todas as células trofoblásticas da placenta 

apresentavam positividade, bem como o trofoblasto endovascular. 
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Figura 43 C- Corte transversal de útero no 12s dia de gravidez (x 200). Ampliação da Fig. 43B 
demonstrando a expressão do mRNA codificante para o IGF-I nas células deciduais e no endotélio dos 
sinusóides (setas). 

Figura 44- Corte transversal de útero no 122 dia de gravidez (x 76). A expressão do mRNA codificante para 

o IGF-II é intensa no cone ectoplacentário. DM- Decidua mesometrial; CM- Camada muscular circular; CE-

Cone ectoplacentário. 
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Figura 45 A, B- Corte transversal de útero no 13a dia de gravidez (x 50). (A)- Hematoxilina/eosina; (B)- A 
expressão do mRNA codifícante para o IGF-I é visível na zona central da decidua mesometrial e na glândula 
metrial. As células trofoblásticas da placenta apresentam intensa expressão, bem como o endotrofoblasto que 
invade a artéria central do mesométrio. A zona delimitada no quadrado está representada em C. 
DM- Decidua Mesometrial; CM- Camada muscular circular; GM- Glândula metrial; V- Vasos sanguíneos. 
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Figura 45 C- Corte transversal de útero no 13s dia de gravidez (x400). Ampliação do quadrado 
representado na Fig.45B. Os vasos sanguíneos na glândula metrial estão rodeados por células fíbroblásticas 
(-*-)e por células redondas da glândula metrial (>•). A expressão do mRNA do IGF-I é visível em ambos os 
tipos de células que formam os arranjos perivasculares. V- Vaso sanguíneo. 
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Dias 14-16 
No 142 dia podem distinguir-se duas zonas definidas na placenta: a zona basal e o 

labirinto (Fig. 46A) e no 162 dia as populações trofoblásticas apresentam o seu máximo 
de diferenciação (Fig.47A,B). A zona basal localiza-se junto à decidua basal e é composta 
por três tipos de células: as células trofoblásticas basófilas, as células gigantes do 
trofoblasto e as células glicogénicas, com aspecto vacuolizado. As células gigantes têm 
um citoplasma grande, basófilo, e o núcleo tem vários e proeminentes nucléolos 
(Fig.47A). Estas células formam uma camada junto à decidua basal e interconectam-se 
para formar uma rede de canais onde circula o sangue materno de/e para o labirinto. Na 
zona basal não existem vasos fetais. A zona do labirinto possui o mesênquima fetal 
rodeado de 3 camadas de células trofoblásticas sendo a camada mais exterior a que está 
adjacente ao sangue circulante e a mais interior a que repousa sobre o mesênquima fetal 
(Fig.47B). As fronteiras entre camadas são muito ténues. O mesênquima fetal possui os 
vasos sanguíneos fetais onde circula sangue fetal. Exteriormente ao mesênquima, circula 
uma mistura de sangue fetal e materno nas lacunas. E na zona do labirinto que ocorrem as 
trocas materno-fetais. 

Do 142 dia ao 162 dia, a expressão dos mRNAs codifícantes para os IGFs ao nível dos 
tecidos maternos sofreu pequenas alterações. No entanto, ao nível da placenta com o 
desenvolvimento e diferenciação das diferentes populações trofoblásticas ocorreram 
importantes alterações de expressão. 

No 142 dia, a expressão do mRNA codificante para o IGF-I era muito fraca na decidua 
lateral, mas as células endoteliais nos sinusóides continuavam positivas. Na decidua 
basal, as células deciduais e as células granulares da glândula metrial eram positivas mas 
as células granulares de maiores dimensões apresentavam menor intensidade de sinal. A 
expressão do mRNA codificante para o IGF-II nos tecidos maternos continuava negativa 
(Fig.46B). Na placenta, a expressão para os dois IGFs apresentava ligeiras diferenças de 
intensidade que se evidenciaram no dia 16. 

No 165 dia, a expressão do mRNA codificante para o IGF-I deixou de ser detectada na 
decidua mesometrial. No entanto, na glândula metrial a sua expressão podia ainda ser 
detectada em grupos de células granulares que circundavam os vasos sanguíneos 
(Fig.48A). As células tipo fíbroblásticas tornaram-se negativas. Os tecidos maternos 
continuavam negativos para o mRNA codificante do IGF-II (Fig.48B). Na placenta a 
expressão do mRNA codificante para o IGF-I era mais intensa na zona basal que no 
labirinto, sendo localizada nas células trofoblásticas vacuolizadas e nas células gigantes 
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do trofoblasto (Fig.48A,C). A expressão para o IGF-II apresentava maior intensidade na 
zona do labirinto, do que na zona basal, sobretudo nas células endoteliais dos capilares 
fetais (Fig.48B,D). Na zona basal, a expressão era menos intensa e estava associada com 
as células trofoblásticas vacuolizadas e as células gigantes do trofoblasto. A digestão com 
RNAase A (Fig.48E) resultou numa total ausência de expressão quer do mRNA 
codificante para o IGF-I quer do mRNA do IGF-II, o que demonstra a especificidade de 
sinal. 

As tabelas 4 e 5 mostram as diferentes variações de expressão dos mRNAs 

codificantes para os dois factores ao longo da gravidez até ao 16- dia. 
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Figura 46- Corte transversal de útero no 14- dia de gravidez (x 30). (A)- Hematoxilina e eosina; (B)- A 

expressão do mRNA codificante para o IGF-II não se observa nos tecidos maternos. É visível em toda a 

placenta. DB- Decidua basal; CM- Camada muscular circular; GM- Glândula metrial; V- Vasos sanguíneos; 

ZB- Zona basal; L- Labirinto. 
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Figura 47 A, B- Corte transversal de útero no 16Q dia de gravidez. Coloração com hematoxilina e eosina. 

(A)- Placenta: área da zona basal (x200). É possível observarem-se as células gigantes do trofoblasto (-»■) e 

as células glicogénicas vacuolizadas (>-). (B)- Placenta, área do labirinto (x200). 
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Figura 48 A, B- Corte transversal de úteros no 162 dia de gravidez (x32). (A)- Expressão do mRNA 

codifícante para o IGF-I. Podem distinguir-se pequenos aglomerados de células positivas na glândula metrial. 

A decidua basal é negativa. A zona basal apresenta uma expressão mais intensa que o labirinto. (B)-

Expressão do mRNA codifícante para o IGF-II é mais intensa na zona do labirinto. Os quadrados delimitam 

as zonas demonstradas em (C) e (D). GM- Glândula metrial; DB- Decidua basal; ZB- Zona basal; L-

Labirinto. 
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Figura 48 C, D- Ampliações de (A) e (B) (x200). (C)- A expressão do mRNA codificante para o IGF-I é 

intensa nas células gigantes do trofoblasto (-*■) e nas células trofoblásticas vacuolizadas (>*). (D)- Expressão 

do mRNA codificante para o IGF-II é intensa na zona do labirinto especialmente no endotélio dos capilares 

fetais. 
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Figura 48E- Corte transversal de útero no 16- dia de gravidez (x80) digerido com RN Ase A. A digestão 

eliminou a expressão para ambos os mRNAs. DB- Decidua basal; ZB- Zona basal; L- Labirinto. 
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Tabela 4. Expressão do mRNA codifícante para o IGF-I no útero durante a gravidez 

Dia de gravidez  

7 8 9 10 11 12 13 14 16 

DAM + + + / - -

DM + + + + + + + +(ZQ +(ZQ + 

CM- +++I- - - - - - - -
dam 

CM- ++ + + / - + / - -
dm 

TM/ + + + + + + + + + + + + + +(CG) 
GM 

CE ++ ++ 

ZL ++ + +/-

ZB -H- ++ ++ 

+/- sinal fraco mas de maior intensidade que o "background"; - sinal de intensidade igual 

ao "background"; + sinal de intensidade superior ao "background". 

Abreviaturas: DAM- Decidua antimesometrial ; CM-dam- Camada muscular circular no 

polo antimesometrial; DM- Decidua mesometrial; ZC- Zona central da decidua 

mesometrial; CM-dm- Camada muscular circular no polo mesometrial; TM/GM-

Triângulo mesometrial/Glândula metrial; CE-Cone ectoplacentário; ZL-Zona do labirinto 

da placenta; ZB- Zona basal da placenta.; CG- Células granulares da glândula metrial. 
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Tabela 5. Expressão do mRNA codifícante para o IGF-II no útero durante a gravidez 

Dia de gravidez 

7 8 9 10 

DAM + + +/- +/-

DM +/- +/- - -

CM- + + +/- +/-
dam 

CM- + +/- +/- +/-
dm 

TM/ +/- +/- _ _ 
GM 

CE 

ZL 

ZB 

11 12 13 14 16 

+/- sinal fraco mas de maior intensidade que o "background""; - sinal de intensidade 

igual ao "background"; + sinal de intensidade superior ao "background". 

Abreviaturas: DAM- Decidua antimesometrial ; CM-dam- Camada muscular circular no 

polo antimesometrial; DM- Decidua mesometrial; CM-dm- Camada muscular circular no 

polo mesometrial; TM/GM- Triângulo mesometrial/Glândula metrial; CE-Cone 

ectoplacentário; ZL-Zona do labirinto da placenta; ZB- Zona basal da placenta. 
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DISCUSSÃO 
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DISCUSSÃO 

1. Estudos estruturais 

A DAP é uma glicoproteína sintetizada pelo tecido decidual do rato no início da 

gravidez, inicialmente detectada e isolada por Bell (1979a,b). Este investigador descreveu 

a DAP como sendo uma glicoproteína com mobilidade electroforética e identidade 

imunológica semelhantes à AMF, a oc2M circulante de fase-aguda de origem hepática. 

Posteriormente, Teixeira e O'Grady (1992) realizaram um estudo comparativo das 

propriedades físico-químicas da DAP e da AMF. Estes autores, determinaram os seus 

pesos moleculares, pontos isoeléctricos, composição em aminoácidos e açucares neutros e 

realizaram, ainda, estudos com anticorpos policlonais que permitiram confirmar a 

identidade imunológica existente entre a DAP e a AMF. Hayashida e col. (1986) 

estudaram a expressão da a2M na inflamação e gravidez a nível do RNA e, embora não 

apresentando resultados conclusivos, pois não clonaram nem sequenciaram o gene, 

sugeriram que o mesmo gene respondia a dois estados fisiológicos diferentes. De modo a 

determinar se de facto estas proteínas possuíam homologia a nível da sequência de DNA, 

realizou-se um estudo das zonas de DNA correspondentes às "bait region" da DAP e 

AMF. Esta zona funcional da proteína não apresenta homologia entre os membros da 

família das a-macroglobulinas, sendo a restante sequência filogeneticamente conservada. 

A sequenciação da zona de DNA correspondente à "bait region" da DAP mostrou uma 

sequência idêntica à da AMF. No entanto, apesar da homologia observada na região 

codifícante para as "bait region" das duas proteínas, não podemos concluir que exista uma 

global coincidência de sequências entre a DAP e a AMF, dado que estas proteínas 

possuem elevado peso molecular, da ordem dos 800 kDa e a região sequenciada 

corresponde apenas a 350 pb. De qualquer modo, pensamos que numa proteína de tão 

elevado peso molecular, se deveria começar por estudar a zona de DNA que se espera ser 

de menor homologia e que, neste caso, é a zona correspondente à "bait region". 

Durante o nosso trabalho verificámos que em PAGE nativo a mobilidade 

electroforética das duas proteínas apresentava uma ligeira diferença, sendo a da AMF 

ligeiramente superior à da DAP. Como referido anteriormente, existe uma certa 
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discrepância entre os valores de peso molecular apresentados para a AMF pelos diversos 

autores. No entanto, nenhum deles realizou um estudo comparativo entre as duas formas 

de oc2M ou se aperceberam dessa diferença de mobilidade. No estudo comparativo entre a 

AMF e a DAP, realizado por Teixeira e O' Grady (1992), foi demonstrado que em géis de 

poliacrilamida os pesos moleculares das subunidades, obtidos após redução, eram de 

cerca de 170 kDa e as proteínas apresentavam, em PAGE nativo, um peso molecular 

aparente de 820 kDa. Contudo, este valor foi obtido por extrapolação, dado que o 

marcador de maior peso molecular disponível era a a2M humana (725 kDa). Nos nossos 

resultados, a pequena diferença de mobilidade electroforética entre a DAP e a AMF 

poderia indicar possíveis diferenças estruturais, já que em PAGE nativo a mobilidade 

electroforética está dependente, não só do peso molecular, mas também da carga das 

proteínas. Por outro lado, quando se realizavam incubações de tecido decidual em meio 

de cultura, a forma secretada da DAP apresentava uma mobilidade electroforética 

intermédia entre a AMF e a DAP tecidular. Assim, determinámos os pontos isoeléctricos 

das várias formas de a2M por focagem isoeléctrica. A determinação do ponto isoeléctrico 

(pi) para a forma tecidular da DAP foi de 5,2, o pi da forma secretada era 5,0 e o pi da 

AMF era de 4,85. Estes valores mostraram-se concordantes com os determinados por 

Teixeira e 0'Grady (1992). A diferença de pontos isoeléctricos traduz uma 

heterogeneidade de cargas que poderá explicar a diferente mobilidade electroforética 

observada entre as diversas formas de oc2M em PAGE nativo. A diferença de cargas pode 

ser atribuída à diferente composição em açucares das duas glicoproteínas, nomeadamente 

em ácido siálico também responsável pela electronegatividade das glicoproteínas. De 

facto, Teixeira e 0'Grady (1992) demonstraram que estas glicoproteínas apresentavam 

uma diferente composição em hidratos de carbono. Ao realizarmos uma digestão das 

várias formas de a2M com a neuraminidase verificámos, por focagem isoeléctrica, uma 

aproximação dos valores de pi das formas digeridas da AMF e da forma secretada da 

DAP para valores de pi semelhantes aos da forma intracelular da DAP. Nesta última, a 

digestão não alterou o pi. Em PAGE nativo os produtos da digestão apresentavam 

mobilidades electroforéticas muito semelhantes e próximas da mobilidade apresentada 

pela forma da DAP intracelular. 
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A existência de duas formas de DAP foi demonstrada por Teixeira e O'Grady 

(1992). A forma extracelular de pi 4,97, existente no soro e tecido decidual, e a forma 

intracelular com pi 5,2 que foi detectada somente no tecido decidual. Experiências 

realizadas por Schreiber e col. (1979) com a transferrina, isolada do fígado e do soro, 

demonstraram a presença de uma forma no fígado e de duas formas no soro. A explicação 

dada para este resultado foi o diferente grau de sialização das diferentes formas, o qual 

originava diferentes pontos isoeléctricos. Andus e col. (1983), utilizando culturas de 

hepatócitos de rato, demonstraram para a a2M a existência de uma forma intracelular que 

não continha ácido siálico e de uma forma secretada. A forma intracelular podia ser 

obtida após homogeneização das células e a extracelular a partir do meio de cultura. No 

homogeneizado, podiam ser encontradas as duas formas, embora no meio de cultura só 

existisse a forma secretada. Esta forma secretada exibia a mesma mobilidade que a a2M 

purificada do plasma e era susceptível ao tratamento com neuraminidase. A digestão com 

neuraminidase originava uma a2M de peso molecular mais aproximado da forma 

intracelular. Comparando os resultados destes autores com os nossos resultados obtidos 

com a digestão pela neuraminidase, é provável que um fenómeno semelhante possa 

ocorrer durante a secreção da DAP. 

A cadeia oligossacarídica é um componente importante nas glicoproteínas e pode 

afectar muitas das suas propriedades, como a susceptibilidade proteolítica, a actividade 

biológica, a imunogenecidade e o tempo de semi-vida. A presença de ácidos siálicos tem 

influência nas propriedades físicas e biológicas das glicoproteínas, estando a solubilidade 

e o tempo de semi-vida aumentados na presença de ácido siálico. A remoção do ácido 

siálico da gonadotrofina coriónica humana (hCG) resulta na perda de actividade biológica 

sem alteração da imunoreactividade ou ligação a receptores (Kalyan e Bahl, 1983) e numa 

diminuição da semi-vida plasmática. Por outro lado, a a-fetoproteína humana apresenta 

várias formas com heterogeneidade de cargas devido a diferenças no conteúdo em ácido 

siálico (Smith e Kelleher, 1980). A forma isolada do fígado fetal tem uma maior 

actividade de imunoregulação do que a isolada de soro de doentes com hepatoma. O 

diferente conteúdo em ácido siálico da AMF poderá permitir um maior tempo de semi-

vida em circulação (esta é de facto uma proteína plasmática) e no caso da DAP poderá 

afectar propriedades biológicas que não as estudadas. 
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2. Ligação de citoquinas às proteínas 

Na espécie humana, a a2M possui capacidade de ligação de vários factores de 

crescimento e citoquinas, quer na sua forma nativa ou "slow" quer na sua forma "fast" 

após ligação com proteases. O comportamento da a2M na ligação varia conforme a 

citoquina usada e a presença de proteases. A ligação de certos ligandos pode ocorrer 

especificamente com a forma "fast", como no caso da interleuquina-ip (Borth e Luger, 

1989), ou processar-se durante a passagem da forma "slow" à forma "fast" na presença de 

enzimas como no caso da insulina (Chu e col., 1991), ou, ainda, não depender de 

proteases, isto é, verifícar-se a ligação à forma nativa da proteína, como no caso da IL-6 

(Matsuda e col., 1989) e da IL-2 (Legrès e col., 1995). 

Uma vez que a a2M do rato apresenta uma semelhança estrutural com a humana e 

é um membro da família das a2-macroglobulinas, levantamos a hipótese de que a a2M 

do rato poderia ligar também citoquinas e factores de crescimento. Seria assim importante 

verificar o comportamento desta proteína em relação a factores de crescimento e 

citoquinas existentes no ambiente gestacional. Os resultados obtidos no nosso estudo in 

vitro, demonstraram propriedades semelhantes às exibidas pela a2M humana. A ligação 

da IL-6 não estava dependente da presença de proteases. De facto, a ligação ocorria quer 

com a forma nativa da a2M quer com a forma "fast" resultante da acção das proteases. 

Esta ligação apresentava especificidade já que concentrações crescentes de IL-6 não 

marcada, eram capazes de deslocar da ligação a forma radioactiva. Foi assim 

demonstrado a ligação da IL-6 às duas formas de a2-macroglobulina, a hepática 

circulante e a decidual, com a mesma intensidade e especificidade. A diferente origem 

tecidular não parece afectar as propriedades de ligação das duas proteínas à IL-6. A oc2M 

humana e a a2M do rato parecem, deste modo, partilhar para além das propriedades 

inibitórias de proteases (Teixeira e col., 1991), os mesmos tipos de ligações a ligandos. 

Nos hepatócitos a IL-6 é indutora da síntese de a2M e seria interessante estudar se o 

mesmo poderá acontecer a nível decidual. 

A IL-6 é produzida por células imunocompetentes, fïbroblastos e células 

endoteliais promovendo a proliferação e diferenciação celulares, processos que são 

importantes durante a decidualização e angiogénese. Por outro lado, a IL-6 secretada pela 
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decidua poderá funcionar sinergisticamente com outros factores e citoquinas produzidos 

na interface materno-fetal de forma a assegurar a sobrevivência fetal e um normal 

desenvolvimento placentário. De facto, Kameda e col. (1990) demonstraram a presença 

de IL-6 nas células trofoblásticas da placenta humana sobretudo no sincitiotrofoblasto e 

Kauma e col. (1993) verificaram que o core das vilosidades coriónicas também produz IL-

6, o que poderá indicar que esta citoquina com as suas múltiplas propriedades 

imunoreguladoras poderá desempenhar funções imunológicas nas interacções materno-

fetais. 

O principal produto secretado pelo tecido decidual humano é a IGFBP-1, uma 

proteína que liga o IGF-I. Este factor de crescimento foi detectado em tecidos 

gestacionais de diversos animais e no Homem, sendo um factor importante para o bom 

desenvolvimento fetal. Dado que a DAP é o principal produto de decidua do rato, 

decidimos verificar se esta glicoproteína, tal como a IGFBP-1, ligava o IGF-I. Neste 

estudo demonstramos a ligação do IGF-I marcado com 125I às duas formas de oc2-

macroglobulina, a hepática e a decidual, o que poderá indicar para a a2M decidual uma 

certa similaridade de funções com a IGFBP-1 humana. Ao estudarmos a ligação do IGF-I 

à a2M do rato verificamos um comportamento semelhante ao descrito por Chu e col. 

(1991) em relação à ligação da insulina à a2M humana. De facto, a ligação do IGF-I à 

oc2M quer na sua forma hepática quer decidual, necessitava da presença de proteases. 

Utilizando plasma humano (as propriedades de ligação do IGF-I à oc2M nunca tinham sido 

antes avaliadas), observamos que o mesmo acontecia com a a2M humana. Ao contrário 

do que verificamos para a IL-6, a ligação do IGF-I dá-se muito fracamente com a proteína 

na forma nativa ou na forma "fast". As condições óptimas de ligação existem quando o 

factor está presente durante a transformação conformacional que ocorre por reacção com 

as proteases. Este facto poderá significar que os locais de ligação ao IGF-I são gerados 

transitoriamente durante o processo de alteração conformacional da proteína causada por 

reacção com a tripsina. Durante a clivagem da "bait region" e subsequente ruptura da 

ligação tioéster, formar-se-á uma ligação amida entre o grupo e-amino de uma lisina do 

IGF-I e o grupo y-carbonilo do resíduo de glutamina do tioéster. Durante esta ligação 

ocorrerá por certo competição entre a tripsina e o IGF-I para o grupo carbonilo, já que 
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proteinases e outros peptídeos não proteolíticos contendo aminas, podem ser incorporados 

no tioéster tal como demonstrado por Sottrup-Jensen e col. (1981). 

A maior intensidade de ligação com o IGF-I era verificada em condições que 

favoreciam a formação de complexos binários a2M/tripsina (1:1). Esta observação está de 

acordo com a reacção e possível ligação covalente do IGF-I com o resíduo de glutamina 

que ficou livre após a ruptura da ligação tioéster. A tripsina após clivagem da "bait 

region" liga-se a este resíduo (Salvensen e col., 1981) e somente uma concentração não 

saturante de tripsina favorecerá a reacção IGF-I/glutamina. De facto, em condições 

fisiológicas, a a2M está sempre em excesso em relação às proteases mesmo nos locais de 

inflamação (Borth e col., 1986) e complexos binários poderão formar-se favorecendo, 

desta forma, a ligação de citoquinas. O mesmo tipo de comportamento foi já descrito para 

o TGFpM. A ligação deste factor de crescimento está dependente da forma "fast" e a 

intensidade de ligação varia com a estequiometria dos complexos a2M-protease. 

Complexos binários de tripsina, quimotripsina e elastase têm maior capacidade de ligação 

do TGFf51 que a forma nativa. Quando a a2M está saturada formando complexos 

ternários (2:1) a ligação do TGF01 permanece idêntica ou diminuida em relação à forma 

nativa (Hall e col., 1992). 

A ligação entre a ct2M e o IGF-I era estável após acção do SDS e em condições de 

redução com o P-mercaptoetanol indicando que o IGF-I estava assim especificamente 

incorporado. O IGF-I poderá exercer um ataque nucleofílico às pontes tioéster expostas 

após ruptura, com formação de uma ligação Y-glutamilamida. Este mecanismo é 

semelhante não só ao proposto por Chu e col. (1991) na interacção da oc2M humana com 

a insulina, mas também ao processo que ocorre na ligação covalente da a2M a proteases. 

Vários estudos têm descrito valores de 0,1-1 nM para afinidade de interacção do 

IGF-I com o seu receptor. O valor de 0,9 uM que encontramos nos nossos resultados para 

o I50 (metade da inibição máxima de ligação), parece sugerir uma baixa afinidade de 

interacção entre a DAP e o IGF-I. No entanto, Chu e col. (1991) nas suas experiências de 

ligação da o2M à insulina encontraram para as cadeias A e B da insulina valores de I50 de 

73 |uM e de 46 |uM respectivamente. Por outro lado, a concentração da DAP na totalidade 

do tecido decidual no dia 12 de gravidez foi estimada como sendo 8-9 fiM, existindo uma 

elevada produção em áreas específicas da decidua, conforme demonstramos nos nossos 
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estudos de localização. As concentrações, in vivo, poderão assim ser elevadas e nos locais 

de interacção a DAP poderá efectivamente competir com o receptor do IGF-I para o 

ligando livre. 

Os resultados obtidos com o plasma normal demonstraram a ligação do IGF-I à 

al-macroglobulina (alM), outra a-macroglobulina circulante, por mecanismo 

semelhante ao da ligação com a a2M. A al M é um membro da família das a-

macroglobulinas embora no rato, ao contrário da a2M, não seja uma proteína de fase 

aguda. De qualquer modo, quer a al M quer a a2M são inibidores de proteases que 

apresentam o mesmo mecanismo de inibição e contêm a ligação tioéster. Esta ligação 

parece ser, de acordo com os nossos resultados, fundamental para o mecanismo 

envolvendo a ligação covalente do ligando. Seria então de esperar, como verificamos, 

propriedades de ligação semelhantes. Mais ainda, utilizando plasma humano, verificamos 

que uma proteína de mobilidade electroforética semelhante à a2M humana exibia 

também propriedades de ligação ao IGF-I. A a2M humana é também uma proteína 

contendo a ligação tioéster. Esta observação reforça a hipótese de que a ligação tioéster 

desempenha um papel fundamental na ligação deste ligando a este tipo de proteínas. 

Durante o fraccionamento do plasma de fase aguda na coluna de DEAE cellulose 

observou-se a ligação do ^l-lGF-l a outros componentes do plasma, para além das 

proteínas alM e a2M. Estes componentes poderão ser as clássicas proteínas existentes no 

plasma que ligam os IGFs, as IGFBPs (Moses e col., 1976). 

Ao contrário do que verificamos com a ligação do IGF-I, a ligação da IL-6 à a2M 

ocorre quer nas formas nativas das proteínas quer nas formas "fast" resultantes da acção 

das proteases. Estes factos demonstram que os mecanismos de ligação para estes factores 

são diferentes e que a a2M apresenta especificidade de ligação. A importância fisiológica 

das interacções entre a a2M e os diversos factores de crescimento e citoquinas não é 

totalmente evidente. As diferenças nos mecanismos de ligação existentes para os vários 

ligandos podem reflectir-se em diferentes propriedades funcionais in vivo. O tipo de 

ligação entre a a2M e o seu ligando pode determinar a via seguida por este, após ligação 

aos receptores de membrana da a2M, nas vias de interiorização celular 

endocíticas/Iisossómicas, tal como sugerido por Borth (1992). Assim, factores ligados de 

forma irreversível deverão ser interiorizados juntamente com a a2M e sofrer proteólise, 
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enquanto que os peptídeos ligados reversivelmente podem dissociar-se da a2M e actuar 

intracelularmente. A a2M poderá funcionar como molécula de "limpeza" eliminando 

citoquinas já não desejadas ou por outro lado, proteger as citoquinas contidas no seu 

interior mantendo a sua actividade e impedindo os ataques de proteases, como no caso da 

IL-6, IL-10, IL-2 e TGFpi. A a2M ligando o IGF-I covalentemente na presença de 

proteases, que poderão ser de origem materna ou trofoblástica, poderá actuar como 

inibidor da acção do IGF-I, enquanto que no caso da IL-6, que se liga não covalentemente, 

funcionará como "carrier" permitindo a sua disponibilização para uso celular. 

3. Localização espacial e temporal do mRNA codifiante para a a2M no útero 

A expressão do mRNA codifícante para a a2M é específica em termos de período 

de gravidez, tipo de células e localização tecidular como foi demonstrado com os 

resultados da hibridização in situ. Estes resultados confirmam a presença do mRNA que 

codifica para a a2M no tecido decidual detectado anteriormente por Hayashida e col. 

(1986) e Thomas (1993). Contudo estes autores não estudaram a evolução da expressão 

ao longo da gravidez nem estableceram a ligação entre tipo celular e expressão nos 

diversos tecidos maternos. O mRNA codifícante para a a2M não é expresso em úteros 

não grávidos, donde se conclui que esta proteína deverá exercer um papel fundamental na 

gravidez. Por outro lado, o mRNA da a2M é sintetizado no deciduoma o que permite 

concluir que a presença do embrião não é fundamental para a sua síntese. 

O início da síntese do mRNA da a2M no 85 dia e a sua continuação até ao final da 

gravidez, está correlacionado com os resultados observados por Bell nos seus estudos de 

síntese da DAP in vitro, utilizando explantes de útero (Bell, 1979a, Bell 1979b). A 

ausência de expressão detectável desde o 5a dia, dia da implantação, até ao 82 dia, indica 

que a produção de mRNA não está associada com a decidualização, que acontece no 

antimesométrio durante esse período. Embora a implantação do embrião ocorra nesta 

região no 5a dia não se dá neste local uma invasão dos tecidos, já que o embrião cresce no 

sentido do mesométrio formando-se uma cripta ou câmara de implantação no 

antimesométrio (Welsh e Enders, 1983). O facto de as células no antimesométrio não 
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expressarem <x2M pode ser um reflexo da acção não invasiva do embrião durante esta 

fase de implantação, não sendo necessário, deste modo, a produção de inibidores de 

proteases. No entanto, no 9- e 10e dias foi detectada a expressão do mRNA no 

antimesométrio numa camada de células entre os limites das células deciduais do 

antimesométrio e as células do estroma não diferenciadas, adjacentes ao miométrio. Esta 

camada (cápsula fibrinóide) forma a zona de ruptura entre o estroma não diferenciado e 

as células deciduais do antimesométrio, estando associada com o estiramento e 

adelgaçamento da decidua e do miométrio, o que reflecte o crescimento do feto e o 

aumento do volume uterino. Possivelmente, a expressão da oc2M nesta camada é 

inicialmente induzida pelo estiramento, agressão local e involução celular da decidua do 

antimesométrio, já que a a2M é uma proteína envolvida nos processos inflamatórios e de 

remodelação tecidular. 

Desde o dia 8 ao dia 10 a expressão do mRNA é detectada na decidua lateral na 

área das células ricas em glicogénio, local onde se dá a drenagem do sangue materno do 

local de implantação para os sinusóides venosos (Enders e Welsh, 1993). Durante o 

desenvolvimento desta área ocorre a proliferação do endotélio. Embora se observe 

marginalização de polimorfonucleares, estes não migram através do endotélio para a área 

lateral da decidua, que é positiva para o mRNA codificante da oc2M. Seria interessante 

saber se a a2M poderá exercer algum papel de inibição deste fenómeno, por ligação a 

citoquinas e factores de crescimento localmente, já que muitos dos factores de 

crescimento envolvidos na angiogénese são também quimiotácticos para leucócitos. 

Nos dias 10 a 12 ocorre a verdadeira fase de invasão em que o cone 

ectoplacentário invade a região central do mesométrio. A ausência de expressão de a2M 

nesta região poderá facilitar a acção proteolítica do trofoblasto no seu processo de 

invasão, livre assim da potente acção antiproteásica da a2M. Por outro lado, a expressão 

nas áreas da decidua lateral poderá direccionar essa invasão no sentido do mesométrio 

impedindo uma invasão das regiões laterais. Durante os dias 11 e 12, a expressão do 

mRNA codificante para a cc2M está associada no mesométrio às células deciduais, sendo 

as células granulares da glândula metrial negativas. A expressão é particularmente intensa 

nas células deciduais que formam bainhas à volta da artéria central. No entanto, adjacente 

à artéria, existe uma área de negatividade composta por células granulares que não 
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expressam o mRNA. No dia 13, uma relação similar pode ser observada na glândula 

metrial, onde células tipo fíbroblásticas formam uma bainha juntamente com células 

granulares negativas à volta das artérias revestidas por trofoblasto endovascular. A síntese 

perivascular do mRNA codifícante da a2M sugere que esta proteína poderá impedir uma 

invasão descontrolada dos vasos, o que originaria a destruição dos tecidos uterinos. Como 

as células fíbroblásticas da glândula metrial também expressam o mRNA codifícante da 

a2M poderíamos especular que estas células fíbroblásticas partilham um fenótipo 

semelhante às células deciduais do mesométrio e que uma das funções da oc2M seria o 

controlo da actividade proteolítica das células granulares da glândula metrial. 

A função das células granulares da glândula metrial na gravidez dos roedores é 

ainda objecto de estudo. Estas células possuem nos seus grânulos citoplasmáticos serino 

esterases e perforina (Parr e col., 1990), proteínas citolíticas encontradas nas células NK. 

As células granulares poderão actuar no útero por descarga destas substâncias bioactivas 

que podem estar envolvidas em alterações da parede arterial facilitando a invasão do 

trofoblasto. A observação histológica de que as células granulares aparecem muitas vezes 

ligadas às células trofoblásticas em degeneração, nomeadamente junto aos espaços onde 

circula o sangue materno no labirinto, sugere que estas células lisam as células 

trofoblásticas exercendo uma função no controlo da invasão do trofoblasto. Mais uma 

vez, a cúM poderá exercer uma potencial função de controlo da actividade proteolítica 

neste caso das células granulares da glândula metrial. Por outro lado, as células granulares 

da glândula metrial têm propriedades migratórias e como produzem citoquinas 

importantes nos processos de activação e diferenciação celulares, como o CSF-1, o LIF e 

a EL-1 (Croy e col., 1991), poderão chegar a todos os locais da interface materno-fetal e 

libertar localmente esses factores. A a2M é uma proteína com capacidade de ligação a 

citoquinas e poderá regular essas funções. Tal como referido no capítulo da Introdução, o 

crescimento ectópico do trofoblasto não conduz ao recrutamento de células granulares 

mas a injecção de células trofoblásticas no útero leva ao aparecimento da decidua e destas 

células. O processo de decidualização parece assim ser necessário para a diferenciação 

das células granulares. É possível que a decidua proporcione sinais que regulem a 

diferenciação destas células. Um dos prováveis contribuintes para esta regulação poderá 

ser a a2M, principal proteína secretada pela decidua. Para se aprofundar este assunto será 
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necessário realizar experiências com culturas de células granulares, o que tecnicamente 

apresenta grandes dificuldades, e estudar os mecanismos de regulação desta população 

celular. 

A medida que a placenta e o feto se desenvolvem, a camada muscular circular no 

mesométrio sofre estiramento e dissocia-se em agrupamentos de células musculares. 

Nesta camada muscular formam-se fendas resultando numa continuidade entre a decidua 

mesometrial e a glândula metrial. Estas células musculares expressam intensamente o 

mRNA da a2M, mantendo-se esta expressão até ao final da gravidez. De novo, podemos 

supor que este estiramento e desagregação celulares desencadeiam respostas inflamatórias 

e de remodelação tecidular locais, que poderão estimular a síntese de a2M. De facto, 

Wathes e Porter (1982) demonstraram que o aumento do tamanho da decidua e o aumento 

da pressão intrauterina provocam uma remodelação tecidular que se reflecte num 

aumento do número de "gap junctions" na camada muscular circular. 

Neste estudo, o tipo de expressão encontrado para a a2M, indica que as 

interrelações entre os diversos tipos celulares no útero deveria ser re-examinada. A célula 

decidual do antimesométrio parece ser um tipo de célula única na decidua, reflectindo as 

suas peculiares características ultraestruturais. As células da decidua lateral e da decidua 

mesometrial são caracterizadas pelo seu elevado grau de expressão do mRNA da a2M. 

No entanto, as células da glândula metrial quando justapostas a artérias e células 

granulares da glândula metrial, também exibem níveis de expressão semelhantes aos das 

células deciduais do mesométrio. Esta população de células tipo fibroblásticas da 

glândula metrial são eventualmente indistinguíveis das células deciduais mesometriais e 

poderiam ser chamadas de células deciduais da glândula metrial para evitar confusões 

com as células granulares da glândula metrial. Assim, o facto das células tipo 

fibroblásticas da camada basal do antimesométrio, da glândula metrial, do mesométrio e 

células musculares da camada muscular circular no mesométrio, todas exibirem 

expressão do mRNA codifiante para a a2M questiona as suas interrelações ontogénicas. 
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4. Localização espacial e temporal dos mRNAs codificantes para o IGF-I e o IGF-II 

no útero 

As respostas do útero à implantação envolvem sequencialmente processos de 

crescimento, diferenciação e regressão em regiões distintas do útero e que decorrem em 

diferentes períodos de tempo (Bell, 1983). A diferenciação das células do estroma do 

endométrio em células deciduais resulta de uma interacção de hormonas e factores 

sintetizados localmente, que provocam uma proliferação e uma diferenciação das células 

do estroma. Os IGFs são factores de crescimento que promovem as mitoses e a 

diferenciação celular numa grande variedade de tipos celulares. Assim, estudos realizados 

em tecidos humanos e no rato indicam que o IGF-I medeia a acção mitogénica do 

estradiol no endométrio (Giudice e col., 1993; Murphy e col., 1987b). O processo de 

decidualização implica para além da proliferação, a diferenciação celular (Bell, 1983) e 

pode envolver outros factores como o IGF-II (Giudice e col., 1993). 

Para estudar a expressão dos mRNAs codificantes para o IGF-I e o IGF-II no útero 

utilizamos a técnica de hibridização in situ . Os resultados obtidos demonstraram que, no 

útero não grávido, o RNA codificante para o IGF-I era expresso em todos os tecidos 

uterinos, mas com particular intensidade no miométrio, observações que eram 

concordantes com as de Ghahary e col. (1990). Ambos os mRNAs são expressos no início 

da gravidez e a sua expressão diminui à medida que a decidualização progride. Após ter 

ocorrido a decidualização, o sinal transfere-se do antimesométrio para áreas ainda não 

decidualizadas do mesométrio. Estas observações são concordantes com os resultados 

anteriormente obtidos no deciduoma por Croze e col. (1990). Os mRNAs codificantes 

para os IGFs estão localizados nos locais onde ocorre a proliferação celular. De facto, no 

início da gravidez o sinal está localizado por todo o estroma onde se verifica a 

proliferação destas células, antes da sua diferenciação em células deciduais. Os IGFs 

poderão também ser importantes factores na diferenciação celular das células tipo 

fibroblásticas em células deciduais, já que, após este processo deixa de se observar a sua 

expressão. 

Nos dias 7 e 8 ocorre a decidualização no antimesométrio. A expressão para os 

mRNAs dos IGFs era visível em todas as células do estroma mas particularmente intensa 
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na zona decidual primária, local onde se iniciou o processo de decidualização, 

associando, mais uma vez, a expressão destes factores com a actividade proliferativa e de 

diferenciação celular. Neste período, na camada muscular circular, verificou-se uma 

intensa expressão dos mRNAs dos dois factores. Esta observação pode reflectir uma fase 

de proliferação nesta região em resposta ao estiramento induzido durante o 

desenvolvimento da decidua antimesometrial no local de implantação. O miométrio é um 

tecido que sofre um estímulo durante a decidualização respondendo com actividade 

mitótica (Martel e col., 1984). Os IGFs poderão assim, exercer funções autócrinas neste 

tecido. De facto, os IGFs são factores que participam na diferenciação de mioblastos e na 

diferenciação e hipertrofia de células musculares (Florini e Ewton, 1990; Stewart e 

Rotwein, 1996) e Ghahary e Murphy (1989) demonstraram a presença de receptores para 

o IGF-I no miométrio. Por outro lado, Ghahary e col. (1990) que também demonstraram a 

expressão do mRNA codifícante para o IGF-I no miométrio, sugeriram que este factor 

poderia actuar de modo parácrino no estroma adjacente à camada muscular. O IGF-I 

poderia, assim, funcionar como um factor de crescimento parácrino, mediador de 

interacções celulares estroma/miométrio. As funções deste factor no miométrio ainda não 

estão esclarecidas mas parecem ser conservadas entre espécies já que Hoppener e col. 

(1988) encontraram intensa expressão para o mRNA codifícante para o IGF-I no 

miométrio humano. 

Do 9S ao IO5 dia de gestação o sinal desapareceu do antimesométrio e transferiu-se 

para o mesométrio. Entretanto, as células deciduais do antimesométrio sofreram 

apoptose. Esta morte programada permite a remodelação da câmara de implantação sem 

afectar a integridade do útero e do embrião em desenvolvimento. Os mecanismos que 

controlam esta morte não são conhecidos, mas parecem envolver factores de crescimento 

sintetizados localmente que podem acelerar a apoptose, como no caso do TGF-P2, ou 

preveni-la, como no caso dos IGFs (Akcali e col., 1996; Stewart e Rotwein, 1996). Neste 

período da gestação verificamos a expressão do mRNA codifícante para o IGF-I nas 

células endoteliais dos sinusóides laterais da zona das células ricas em glicogénio. Esta 

observação enfatiza a possível ligação do IGF-I com mitose e proliferação. De facto, 

Stewart e Peei (1978) observaram no útero de ratinhos ao 6e dia, figuras de mitose nas 

células endoteliais dos capilares laterais de onde os sinusóides laterais se desenvolvem. A 
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IL-6 é uma das citoquinas envolvida na angiogénese e o seu mRNA é também expresso 

nas células endoteliais dos capilares laterais (Morro e col., 1990). O processo de 

angiogénese é controlado por vários factores de crescimento e o IGF-I parece ser também 

um dos factores envolvidos neste processo tendo sido demonstrada a sua função como 

mitogénio das células musculares vasculares (Du e Delafontaine, 1995). Ainda no 

mesométrio, a expressão do IGF-I era visível nas células do estroma e em células de 

morfologia arredondada, presumíveis precursores das células granulares da glândula 

metrial. Estas últimas desenvolvem-se na zona central da decidua mesometrial rodeando a 

artéria central do mesométrio. Este padrão de expressão está correlacionado com a fase de 

proliferação destas populações celulares durante a fase inicial do desenvolvimento da 

decidua mesometrial. Numa fase posterior de desenvolvimento, quando predominam as 

populações de células granulares e de células deciduais que expressam oc2M, a expressão 

do IGF-I mantém-se nesta região, no entanto não se sabe se esta zona terá ainda células 

em proliferação. 

Nos dias 11 e 12 o mRNA codificante para o IGF-I está presente no triângulo 

mesometrial quer nas células tipo fibroblásticas quer nas células redondas da glândula 

metrial. Estas células são precursoras das células granulares da glândula metrial, 

sugerindo, mais uma vez, que o IGF-I pode estar comprometido em processos 

proliferativos e de diferenciação. A glândula metrial desenvolve-se no triângulo 

mesometrial, uma região entre as camadas musculares. Durante o seu desenvolvimento, 

aparecem inicialmente numerosas células pequenas e arredondadas que serão substituídas 

por células granulares da glândula metrial, consideradas como formas diferenciadas das 

anteriores (Stewart e Peei, 1978). Estas células agrupam-se juntamente com células de 

morfologia tipo fibroblástica para formarem bainhas à volta dos vasos sanguíneos. Uma 

expressão intensa foi encontrada para o IGF-I em ambas as células redondas e 

fibroblásticas do triângulo mesometrial desde o dia 9 até ao dia 13. O dia de declíneo na 

expressão fibroblástica do IGF-I corresponde ao início da expressão do mRNA 

codificante para a oc2M por estas células e que aumenta a partir do dia 14. Se as células 

pequenas e redondas são os precursores das células granulares da glândula metrial, quer 

se encontrem na decidua do mesométrio quer na glândula metrial, parecem manter a 

expressão do IGF-I após diferenciação e aquisição do fenótipo granular. No entanto, é 
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provável que as células granulares da glândula metrial possam ainda proliferar, pois 

observam-se figuras mitóticas nestas células. Esta relação temporal e espacial entre as 

células tipo fibroblásticas, produtoras de a2M, e as células granulares da glândula 

metrial, produtoras de IGF-I nas bainhas celulares que rodeiam os vasos sanguíneos, 

sugere que a a2M poderá inibir localmente a actividade do IGF-I e de enzimas 

proteolíticas libertadas pelas células granulares da glândula metrial. 

Nos dias 13 a 16, a expressão do mRNA para o IGF-I nos tecidos maternos vai 

progressivamente diminuindo ficando restrito a alguns grupos de células granulares na 

glândula metrial. Finalmente estas células acabam por morrer por apoptose. Assim, as 

células precursoras das células granulares sofrem, ao longo da gravidez, divisão, 

diferenciação e maturação num outro tipo de célula que contém grânulos e que acaba por 

morrer por morte programada. As fases de proliferação e diferenciação são coincidentes 

com a expressão do IGF-I e a apoptose parece correlacionada com o fim da sua expressão 

sugerindo que este poderá estar envolvido na regulação destes processos. 

Do 13- ao 162 dia ocorre o crescimento e a diferenciação das populações 

trofoblásticas da placenta hemocorial. A placenta diferencia-se em duas zonas distintas: a 

zona basal e o labirinto segundo um complexo programa de alterações morfológicas que 

envolve certamente a presença de factores de crescimento. Os nossos resultados 

demonstram uma intensa expressão dos mRNAs codificantes para os IGFs nos tecidos 

trofoblásticos sugerindo o envolvimento destes factores nos processos de crescimento e 

diferenciação da placenta. A expressão de ambos os mRNAs (IGF-I e IGF-II) foi intensa 

nas populações trofoblásticas durante o desenvolvimento do cone ectoplacentário e na sua 

migração na invasão da decidua mesometrial nos dias 11 e 12. Este facto sugere que estes 

factores de crescimento são importantes para a formação da placenta. Por outro lado, em 

dias posteriores com os diferentes processos de crescimento e diferenciação nos vários 

compartimentos placentários verificou-se uma diferente expressão destes mRNAs, o que 

poderá refelectir processos diferenciais de crescimento nas duas zonas. No 13- dia de 

gestação, quando a placenta se começa a diferenciar nas duas zonas principais, não se 

observam grandes diferenças na expressão dos dois mRNAs. Após o 142 dia, o 

desenvolvimento placentário ocorre essencialmente à custa do crescimento da zona do 

labirinto. Neste período de intenso crescimento da placenta, ambos os IGFs continuam a 



174 

ser expressos no labirinto e na zona basal. Posteriormente, durante o período de 

maturação placentária (dia 16) a expressão para o mRNA codifícante do IGF-I diminui na 

zona do labirinto mantendo-se na zona basal e a expressão para o mRNA codifícante do 

IGF-II diminui ligeiramente na zona basal mantendo-se no labirinto. Para o IGF-II poderia 

ser detectada um máximo de expressão do mRNA nas células endoteliais dos capilares 

fetais e no mesênquima das trabéculas do labirinto. A expressão do IGF-II poderá assim 

estar relacionada com o crescimento do sistema vascular fetal e o seu mesênquima de 

suporte. Esta possível ligação foi também sugerida por Redline e col. (1993) nos seus 

estudos no ratinho, onde foi demonstrada uma expressão trofoblástica interligada com a 

dinâmica da diferenciação placentária. Como o crescimento da zona do labirinto afecta o 

tamanho da zona de interface materno/fetal e está correlacionada com o crescimento fetal, 

parece existir uma ligação directa entre o IGF-II placentário e o crescimento fetal. 

A expressão do mRNA codifícante para o IGF-I aparece associada a populações 

do trofoblasto específicas, isto é, à população de trofoblasto endovascular, às células 

gigantes e às células vacuolizadas da zona basal. Assim, o IGF-I parece estar mais 

relacionado com a proliferação, diferenciação e/ou migração das populações 

trofoblásticas e o IGF-II com os compartimentos fetais. No entanto, Kanai-Azuma e col. 

(1993) usando culturas de células provenientes do cone ectoplacentário demonstraram 

que o IGF-I promovia a proliferação celular e a migração celular, enquanto que o IGF-II 

promovia a diferenciação em células gigantes do trofoblasto. Estas acções dos IGFs in 

vitro poderão estar relacionadas com o crescimento do cone ectoplacentário em labirinto 

e com a diferenciação em células do trofoblasto vacuolizadas e em células gigantes do 

trofoblasto. Recentemente Han e col. (1996) estudaram a expressão dos IGFs na placenta 

humana. Na placenta do primeiro trimestre, o IGF-I não era detectado nos tecidos fetais 

enquanto que o IGF-II era encontrado nas colunas de citotrofoblastos que invadem a 

decidua materna sugerindo para este factor uma função no processo invasivo. Por outro 

lado, a sua expressão era também detectada no mesênquima das vilosidades o que pode 

indicar o seu envolvimento em processos de proliferação e diferenciação de 

citotrofoblastos em sincitiotrofoblastos. 

Os IGFs parecem, assim, ser factores importantes nos processos de crescimento e 

diferenciação que ocorrem durante a gravidez nos vários compartimentos materno e 
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fetais. Alterações na sua síntese poderão servir como importantes marcadores clínicos 

sendo este um campo de estudo de grande importância e que actualmente está em plena 

expansão. 
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5. Discussão geral 

Na mulher, durante a gravidez, o endométrio sofre transformações que originam a 

formação da decidua. A importância do fenómeno de decidualização não está 

perfeitamente esclarecida, embora se pense que é essencial para um normal 

desenvolvimento e função da unidade fetoplacentária. Poder-se-á antecipar que se o 

tecido decidual desempenha uma função fundamental na gravidez, nas espécies que 

exibem placentação do tipo hemocorial, então, ou a capacidade de sintetizar determinados 

produtos moleculares mediando esta função é conservada durante a evolução ou, em 

diferentes espécies, diferentes produtos moleculares desempenham a mesma função. 

Embora, tenham sido realizados enormes avanços no estudo das interacções materno-

fetais no Homem, o Rato continua a oferecer vantagens, porque, tal como aquele, tem 

placentação hemocorial e poderá fornecer informações importantes sobre as interacções 

materno-fetais no início da gravidez. 

No Homem, a principal proteína secretada pelo tecido decidual é a IGFBP-1, 

proteína que liga os factores de crescimento - IGFs. No Rato, o maior produto de secreção 

do tecido decidual é uma a2-macroglobulina (oc2M), designada por proteína associada à 

decidualização-DAP (Bell 1979b). Esta proteína é imunologicamente idêntica à a2M de 

fase aguda sintetizada pelo fígado de rato, a alfamacrofetoproteína (AMF). Estudos 

recentes demonstraram que a DAP e a AMF apesar de apresentarem pis e organização 

estrutural diferente, exibem propriedades físico-químicas semelhantes, não se sabendo se 

são produtos de genes muito semelhantes ou, se dadas as suas origens tecidulares, 

sofreram modificações pós-tradução. Por forma a tentar esclarecer algumas das questões 

anteriormente levantadas, procedemos à realização de estudos estruturais a nível do DNA 

e da cadeia oligossacarídica, bem assim como a estudos funcionais a nível dos possíveis 

ligandos destas proteínas e da sua expressão ao longo da gestação. 

Os nossos resultados de sequenciação da zona de DNA correspondente à "bait 

region" da DAP demonstraram homologia com a sequência da mesma região da AMF. 

Embora seja a "bait region" a zona que apresenta diferenças entre os vários membros da 

família, sendo a restante sequência altamente conservada, não poderemos concluir que 

existe uma global homologia entre as duas proteínas. A nível estrutural verificámos a 
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existência de uma diferença no conteúdo em ácido siálico sugerindo modificações pós-

tradução. 

A a2M humana possui propriedades de inibição de proteases. Mais recentemente 

foi demonstrada a sua capacidade de ligação a interleuquinas e factores de crescimento. 

Neste estudo, demonstrámos a ligação da IL-6 e do IGF-I às duas formas de a2M, a 

hepática e a decidual, com a mesma intensidade o que pode indicar uma certa 

similaridade de funções entre elas. Nos hepatócitos a síntese da a2M é regulada pela IL-6, 

IL-1 e glucocorticóides (Bauer e col., 1985, Northmann e col., 1988). A IL-6 está presente 

nos tecidos gestacionais, nomeadamente na decidua, e poderá exercer uma regulação 

local da síntese de a2M e esta, por sua vez, poderá modelar a disponibilidade da IL-6 para 

os processos de angiogénese e remodelação tecidular. Os nossos resultados demonstraram 

que a a2M, de origem decidual e hepática, ligava a IL-6, podendo funcionar como 

transportadora desta molécula preservando a sua actividade biológica tal como 

demonstrado por Matsuda (1989). 

A IGFBP-1 é comprovadamente uma proteína que liga o IGF-I. Este é um factor 

importante durante o processo de decidualização e no crescimento fetal. Neste estudo 

demonstrámos a ligação do IGF-I às duas formas de a2M, a hepática e a decidual, o que 

pode indicar uma certa similaridade de funções entre a DAP e a IGFBP-1 humana. Por 

outro lado, verificámos que a a2M humana, no soro, liga também o IGF-I e, se 

atendermos ao comportamento da oc2M animal, é provável que a a2M humana também 

ligue este factor a nível do endométrio. Recentemente foi descoberta a presença da a2M e 

do seu receptor (LRP) no endométrio humano durante a fase secretora (Sayegh e col., 

1995, 1997) não se sabendo ainda se esta proteína estará presente no tecido decidual 

durante a gestação, nem a sua função. 

Bell (1979b) propôs para a oc2M uma função de controlo e restrição da actividade 

proteolítica existente no útero durante a fase de desenvolvimento da placenta. De facto, 

nos nossos estudos, utilizando a técnica de hibridização in situ, verificámos que o início 

da síntese do mRNA codificante para a a2M ocorre no dia 9 de gravidez, período que 

corresponde ao início da invasão da decidua mesometrial pelo cone ectoplacentário 

mantendo-se a expressão na decidua durante o desenvolvimento da placenta. O padrão de 

expressão da oc2M, quer em termos espaciais quer em termos temporais, sugere um 
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possível controlo permitindo ou direccionando a invasão trofoblástica para a zona central 

da decidua mesometrial, que contém a artéria mesometrial. Subsequentemente, a 

expressão alarga-se para a glândula metrial à medida que a artéria central é mais 

profundamente invadida, a decidua regride e a placenta se desenvolve. Para além desta 

actividade antiproteásica, a demonstrada capacidade de ligação da a2M ao IGF-I e à IL-6 

permite prever novos papéis para esta glicoproteína na interface decidua/placenta. Alguns 

ligandos complexados com a a2M poderão manter a sua actividade, como é o caso da IL-

6, enquanto que outros terão a sua actividade inibida, como poderá acontecer com o IGF-I 

que se liga covalentemente. A cc2M só poderá complexar-se com o IGF-I e afectar a sua 

acção na presença de proteases, quer de origem materna, quer de origem trofoblástica. Os 

complexos formados entre a proteína e os respectivos ligandos poderão ser interiorizados 

pelas células trofoblásticas, dada a existência de receptores para a a2M nestas células 

(Jensen e col., 1988; Coukos e col., 1994). 

Tem sido sugerido que a IGFBP-1, existente na decidua humana, exerce a nível 

local uma acção inibitória sobre os IGFs (Bell, 1989). O seu mRNA Iocaliza-se na 

interface decidua-placenta em justaposição com o citotrofoblasto invasor das vilosidades 

coriónicas, que expressa intensamente o IGF-II (Han e col., 1996). Pelos resultados 

obtidos no nosso trabalho, poder-se-á propor que a a2M representará o homólogo 

funcional da IGFBP-1, controlando a acção dos IGJs durante a gravidez. Para além do 

facto da oc2M ligar o IGF-I, esta hipótese é sustentada pelos resultados que demonstram a 

expressão dos mRNAs codifícantes para os IGFs na placenta em justaposição à expressão 

do mRNA da a2M na decidua. Esta aposição anatómica sugere a participação da a2M na 

regulação da invasão do trofoblasto. Essa regulação pode processar-se por interacção com 

os IGFs e por inibição das proteases trofoblásticas. Este mecanismo verifica-se para a 

IGFBP-1, que é uma proteína resistente à proteólise, e parece suprimir a migração do 

trofoblasto no tecido decidual (Lee e col., 1997). 

Os IGFs, devido à sua localização anatómica, poderão actuar como reguladores 

autócrinos de processos de crescimento e diferenciação durante a gravidez. Por outro 

lado, os mRNAs codifícantes para os receptores do IGF-I foram detectados em embriões 

em pré-implantação, podendo o IGF-I uterino exercer também, de modo paracrine efeitos 

no desenvolvimento embrionário. De facto, na gravidez humana, o peso do bébé está 
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relacionado positivamente com os valores de IGF-I maternos (Holmes e col., 1997). 

Pensa-se que o IGF-II está também relacionado com o controlo de crescimento fetal pois 

no síndrome de Beckwith-Wiedeemann, que está associado a altos níveis de IGF-II, tanto 

os bebés como as placentas são anormalmente grandes. O controlo da expressão dos IGFs 

na decidua poderá estar sob regulação hormonal, já que também a diferenciação das 

células do estroma está dependente dos níveis de estrogénio e progesterona. No entanto, 

as hormonas podem não ser os únicos reguladores, já que citoquinas como a IL-1 e o TNF 

regulam o sistema IGF em outros locais (Fan e col., 1996). Assim, citoquinas presentes no 

ambiente gestacional poderão ser reguladoras da síntese dos IGFs no local. A a2M devido 

às suas propriedades de ligação a diversas citoquinas e à sua localização anatómica 

poderá exercer uma regulação global de todos os factores de crescimento e citoquinas 

presentes na interface materno-fetal. 

Este campo de estudo é particularmente vasto requerendo novas contribuições 

para a determinação de todas as funções dos IGFs nas interacções materno-fetais e das 

suas interacções, quer sinergísticas quer antagonísticas com os seus receptores e as 

proteínas que os ligam. A a2M só se expressa durante a gravidez e a limitação da sua 

distribuição, quer temporal quer espacial, reflecte potenciais funções desta proteína 

associadas com a reestruturação dos tecidos e com a aceitação materna do feto. As nossas 

observações poderão contribuir para o estudo do complexo fenómeno da decidualização e 

da regulação da expressão da a2M no compartimento decidual, constituindo assim um 

desafio para novos estudos in vivo e in vitro. 
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1. Meios de cultura utilizados para o crescimento de bactérias 

Meio de LB (Luria-Bertani) - meio líquido que permite o crescimento de 
diferentes estirpes bacterianas. 

Composição: Bacto-tríptona 10g 

Bacto-extracto levedura 5g 

NaCl 10g 

Completar o volume com água destilada até 1 litro. Ajustar o pH a 7,0 com NaOH 5 M. 

Autoclavar 20 min a 121°C. 

Meio de LB contendo ampicilina - meio líquido de selecção que permite o 
crescimento de estirpes bacterianas que sejam resistentes à ampicilina. 

Meio de L-agar - meio sólido que permite o crescimento de bactérias que são 
visualizados pela formação de colónias. 

Composição: Bacto-tríptona 10g 
Bacto-extracto levedura 5g 

NaCl 10g 

Agar 5g 

Completar o volume com água destilada até 1 litro. Ajustar o pH a 7,0 com NaOH 5 M Autoclavar 

20minal21°C. 

Meio de L-agar contendo ampicilina - meio de selecção que permite o 
crescimento de estirpes bacterianas que sejam resistentes à ampicilina. 

Meio de L-agar contendo ampicilina, IPTG e X-gal - meio de selecção que 
permite o crescimento de estirpes bacterianas que possuem vectores resistentes à 
ampicilina; permite também a diferenciação entre vectores recombinantes e não 
recombinantes através, respectivamente, da formação de colónias brancas e de colónias 
azuis. Os vectores que contêm o gene lac Z, com a sequência reguladora que codifica 
para a formação dos 146 aminoácidos do gene da |3-galactosidase, constituem colónias 
azuis na presença de IPTG e do substrato cromogénico X-gal, após a a-complementação 
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entre as estirpes hospedeiras lac - e os vectores presentes nas mesmas. A inserção do 
DNA no local de clonagem impede a a-complementação e a identificação de bactérias 
recombinantes é facilmente detectada pela presença de uma coloração branca. 

Ampicilina 50 u,g/ ml - permite a selecção de vectores que contenham gene que 
codifica para a resistência a este antibiótico. 

Composição (solução "stock"-50 mg/ml) 

Ampicilina 500 mg 

Água 10 ml 

Esterilizar por filtração. Dividir em aliquotas de 1 ml e conservar a -20°C. 

BPTG (isopropil-p-D-tiogalactosídeo) - indutor do gene da p-galactosidase. 
Composição (solução "stock"-10mM) 

IPTG 2,383 g 

Dissolver em 100 ml de água destilada. Esterilizar por filtração. Dividir em aliquotas de 1 ml e 

conservar a -20°C. 

X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-P-D-galactosídeo) - substracto cromogénico que 
permite a diferenciação entre colónias de bactérias de vectores recombinantes e não 
recombinantes através do aparecimento, respectivamente, de uma coloração branca e 
azul. 

Composição (solução "stock"-200 mg/ml) 
X-gal 2 g 

Dissolver em 10 ml de dimetilformamida e conservar a -20°C. 



202 

2. VECTOR: Fagemídeo pBluescript KS (+/-) 

O fagemídeo pBluescript KS (+/-) é um vector de clonagem com 2964 bp derivado do 
plasmídeo pUC19. Contém um "polylinker" com 21 locais de restrição e um promotor 
lacZ para selecção de cor de colónias azul/brancas. A designação KS indica que o 
"polylinker" está orientado de modo a que a transcrição de lac Z se processa de Kpnl para 
Saci. A figura mostra a representação esquemática deste vector e da respectiva sequência 
no local de clonagem múltiplo. 
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3. Cuidados a ter na manipulação de RNA 

As RNAses são enzimas muito estáveis e com uma distribuição ubiquitária 
devendo seguir-se várias regras para evitar o risco de contaminação com RNAases e 
consequente degradação do RNA. As mãos são uma fonte de RNAases, por isso, devem 
usar-se luvas permanentemente. Sempre que possível deverá usar-se material descartável 
estéril, dado que este tipo de materiais é geralmente livre de contaminação não 
necessitando de tratamento. 

As soluções devem ser tratadas com DEPC numa concentração final de 0,1%, 
durante a noite, a 37°C e posteriormente autoclavadas, pelo menos durante 30 min para 
destruição do DEPC. O Tris precipita se o DEPC não for previamente inactivado por 
autoclavagem. As soluções contendo Tris devem ser preparadas em material livre de 
RNAases utilizando água tratada com DEPC já autoclavada. 

O material de vidro deve ser mergulhado em solução a 3% de H2O2 durante 10 
min, lavando-se com água tratada com DEPC. O DEPC inibe as RNAases por acilação. 
Como potente agente acilador deve ser manuseado com cuidado e na hotte. Os materiais 
plásticos devem sofrer uma passagem por 0,1 M NaOH, 1 mM EDTA seguida de lavagem 
com água tratada com DEPC. 

4. Marcadores para pesos moleculares 

Usaram-se marcadores com pesos moleculares conhecidos (Biorad). 

Miosina 200 kDa 
P-galactosidase 116 kDa 
Fosforilase b 97,4 kDa 
BSA 66,2 kDa 
ovalbumina 45 kDa 
Anidrase carbónica 31 kDa 
Inibidor da tripsina de soja 21,5 kDa 
Lisozima 14,4 kDa 
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5. Marcadores para pontos isoeléctricos 

Usaram-se marcadores da Pharmacia ("low pi calibration Kit") 

Glucose oxidase manitol 4,15 
Inibidor da tripsina de soja 4,55 
pMactoglobulina 5,20 
Anidrase carbónica bovina 5,85 
Anidrase carbónica humana 6,55 

6. Marcadores para ácidos nucleicos 

A determinação do tamanho dos fragmentos dos ácidos nucleicos foi feita na 
presença de marcadores de tamanhos conhecidos obtidos após digestão do DNA do fago 
X com as enzimas Hindlll e PvuK Na tabela I são apresentados os vários fragmentos 
resultantes da digestão do fago X com a enzima Hindim (X-HindllU) e com a enzima 
PvuU. (X-PvuU). 

Tabela I- Tamanho dos fragmentos do X-Hindlll e do X-Pvull 

X-Hindm X-Pvull 

23,130 kb 4,421 kb 

9,416 kb 4,268 kb 

6,557 kb 4,194 kb 

4,371 kb 3,916 kb 

2,322 kb 3,638 kb 

2,027 kb 2,296 kb 

0,564 kb 1,708 kb 

0,125 kb 0,636 kb 
0,579 kb 
0,532 kb 
0,468 kb 
0,343 kb 
0,141 kb 
0,063 kb 
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7. Preparação de blocos de parafina 

Após fixação (formol a 10% tamponado), a peça foi mergulhada sucessivamente em 
banhos de: 

- Álcool 70° durante 2 h 
- Álcool 90° durante 2 h 
- Álcool absoluto durante 2 h 
- Xilol durante 45 min 
- Mistura xilol: parafina durante 1 h 
- Parafina líquida durante 1 h 
Seguindo-se a inclusão da peça em parafina (Merck). 

8. Revestimento de lâminas 

1. Mergulhar as lâminas em extran a 1% durante 30 min. 
2. Lavar bem em água corrente para retirar restos de detergente. 
3. Lavar em água destilada 2x 5 min. 
4. Lavar em etanol a 95% 2x 5 min. 
5. Secar à temperatura ambiente ou com secador. 
ó.Revestir as lâminas com solução de 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma) preparada a 
2% em acetona anidra, durante 10 seg. 
7. Passar rapidamente por acetona anidra 2x 5 seg. 
8. Passar 2x em água destilada tratada com DEPC. 
9. Secar a 42° C, durante a noite. 

9. Revestimento de lamelas 

Mergulhar as lamelas numa tina contendo uma solução de 2% de 
dimetildiclorosilano em 1,1,1-tricloroetano, durante 5 seg. Lavar duas vezes com água, 
durante 5 seg e secar. 
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10. Tampões e soluções 

lOOx Denhardt's 2% (p/v) BSA (fracção V) 
2% (p/v) Ficoll (tipo 400) 
2% (p/v) PVP 

Esterilizar por filtração. 

Formol 10% tamponade 100 ml Formaldeído 40% 
4gNaH2P04. 2H20 
6,5gNa2HP04 

8 g NaCl 
Dissolver os sais um a um em água antes de adicionar o formaldeído. Completar o 
volume para 1 litro. 

PBS 8 g NaCl 
0,2gKCl 
l,44gNa2HP04 

0,24gKH2PO4 

Completar o volume até um litro com água e ajustar o pH 7,4. Autoclavar 20 min a 
121°C. 

20x SET 3 M NaCl 
0,6 M Tris-HCl pH 8 
40mMEDTA 

20xSSC 175,3 g NaCl 
88,2 g Citrato de sódio 

Completar o volume até um litro com água e ajustar o pH 7,0. Autoclavar 20 min a 121 
°C. 

20xSSPE 175,3 g NaCl 
27,6gNaH2P04 

7,4gEDTA 
Completar o volume até um litro com água e ajustar o pH a 7,4. Autoclavar 20 min a 121 
°C. 
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50x TAE 242 g Tris-base 
57,1 ml Ácido acético glacial 
100 ml EDTA 0,5 M 

Completar o volume até um litro com água e ajustar o pH a 8,0. 

lOx TBE 108 g Tris-base 
55g Ácido bórico 
40 ml 0,5 M EDTA 

Completar o volume até um litro com água e ajustar o pH a 8.0 

TE(pH8.0) l,21gTris-base 
0,37 g EDTA 

Completar o volume com água até um litro e ajustar o pH a 8,0. 

10.1. Soluções para electroforese 

Solução de acrilamida 30 g Acrilamida 
0,8 g Bis-acrilamida 

Completar o volume com água até 100 ml. Filtrar. Esterilizar por filtração quando 
necessário. 

lOx Tampão de electroforese 30,3 g Tris base 
143,0 g Glicina 
10,0 g SDS 

Completar o volume com água até um litro. 

10.2. Soluções para "western blot" 

Tampão de transferência 3,03 g Tris base 
14,4 g Glicina 

Completar o volume com água até um litro. O pH deverá ser 8,3. 
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TBS-Tween 6,05 g Tris 
11,68 g NaCl 
1 ml Tween 20 

Completar o volume até um litro e ajustar o pH a 7,4. 

Solução de Cloronaftol 40 mg 4-Cloro-1 -naftol 
3 ml Etanol 

Dissolver o cloronaftol em etanol. Adicionar gota a gota a uma solução 50 mM Tris-base 
(não é necessário ajustar o pH). No momento de usar adicionar 0,1 ml de H2O2 a 30%. 

10.3. Tampões e soluções para hibridização in situ 

20xSSC 175,3 g NaCl 
88,2 g Citrato de sódio 

Completar o volume com água até um litro e ajustar o pH 7,0. Autoclavar 20 min a 121 
°C. 

Reagente NBT/BCIP 40 ul NBT (75 mg/ml em 70% DMF) 
40 ul BCDP (50 mg/ml em DMF) 
10 ul lMLevamisole 
10 ml Tampão substrato 

lOx PE 30,29 g Tris 
9,31gEDTA 

Adicionar aproximadamente 350 ml de água tratada com DEPC. Ajustar o pH a 7,5. 
Adicionar: 

5 g Tetrasodiopirofosfato 
10 g Polivinilpirrolidona 
lOgFicoll 

Se necessário aquecer a 65° C para ajudar à dissolução dos reagentes. Completar o 
volume a 500 ml com água tratada com DEPC. 
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Solução pré hibridização 530 ul Água tratada (DEPC) 
240 ul NaCl (DEPC) 
200ull0xPE(DEPC) 
400 ul Sulfato dextran 50% (DEPC) 
30 ul Esperma salmão desnat. 
600 ul Formamida 

Tampão do substrato 20mllMTris-HClpH9,5 
4 ml 5M NaCl 
10mllMMgC12 
166 ml Água destilada 

PBS 8 g NaCl 
0,2 g KC1 
l,44gNa2HP04 

0,24gKH2PO4 

Completar o volume com água até um litro e ajustar o pH 8,0. Autoclavar 20 min a 
121°C. 


