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RESUMO

A exposicao prolongada ao frio resulta na quebra da homeostasia em mamiferos,
gerando estresse metabdlico e fisioldgico. Considerando que estressores durante
a gravidez podem promover a diminui¢do dos niveis hormonais maternos através
da desregulacao do eixo Hipotalamo-Hipdéfise-Gonadal (HHG), acredita-se que o
frio possa afetar a viabilidade gestacional, principalmente quando se refere ao
periodo de implantagdo. As Células Natural Killer Uterina (UNK), desempenham
fungdes importantes na gestacdo, como remodelamento vascular e manutengéo
decidual, e tém sua proliferacao influenciada pelos horménios ovarianos, seja por
uma acgao direta ou indireta. Nesse estudo, investigamos a possivel influéncia do
frio na quantidade e funcéo das Células Natural Killer Uterinas e seus impactos na
morfologia das arteriolas espiraladas uterinas e do utero. Para isso, foram
utilizadas 30 fémeas da linhagem swiss, que foram acasaladas e divididas em um
grupo controle (GC) e um grupo de exposi¢ao (G2). Todo o grupo G2 foi pesado
antes e depois da exposi¢ao ao frio, em todos os dias, sendo exposto do 1°dg ao
7°dg em camara fria a 4°C por 8 horas e perfundidas nos dias 8° 11° e 15°dg. A
analise macroscopica dos Sitios de Implantagao foi feita, para avaliar possiveis
areas hemorragicas, e o numero de sitios de implantagdo dos dois grupos foi
quantificado. O material coletado consistia nos sitios de implantagcéo do 8° e 11°dg
e na placenta do 15°dg, sendo incluido em parafina e seccionado em 6um para
confecgdo de laminas. As laminas foram submetidas a analise histolégica com
citoquimica com o uso de Lectina DBA para analisar a morfologia e estereologia
das uNK e coloragédo com eosina e hematoxilina para analise da morfometria das
arteriolas. Como resultado foi observado que a alteragao do peso antes e depois
da exposigcado ao frio ndo foi significativa, apesar de ter diminuido na maioria dos
animais apds o tempo no frio. O numero de sitios de implantagdo entre o controle
e 0o G2 ndo variou. Foram observados sitios de implantagdo com areas
hemorragicas em quase todos os animais de todos os 3 dias avaliados, e a area
da parede das arteriolas espiraladas uterinas diminuiu de forma significativa no
8°dg (G2) o que nao ocorreu no 11° e 15°dg. Observou-se a presenga dos 4
subtipos de uNK no grupo exposto, porém nao houve diferenga significativa na
sua quantidade e nem no numero total de células. Esses resultados sugerem que
o frio ndo altera a quantidade e fungdo das uNK, porém pode afetar a saude
gestacional por outras vias, levando a vasoconstrigdo das arteriolas e hemorragia
nos sitios de implantagao.

Palavras-chaves: Exposicao ao frio; Gestagao; Lectina DBA; Morfologia



ABSTRACT

Prolonged exposure to cold disrupts homeostasis in mammals, causing metabolic
and physiological stress. Considering that stressors during pregnancy may promote
a decrease in maternal hormone levels through the dysregulation of the
Hypothalamic-Pituitary-Gonadal (HPG) axis, it is believed that cold exposure may
affect gestational viability, especially in relation to the implantation period. Uterine
Natural Killer (UNK) cells play important roles in pregnancy, such as vascular
remodeling and decidual maintenance, and their proliferation is influenced by ovarian
hormones, either directly or indirectly. In this study, we investigated the possible
influence of cold on the quantity and function of Uterine Natural Killer Cells and their
impact on the morphology of uterine spiral arterioles and the uterus. To this end, 30
female Swiss mice were used, mated, and divided into a control group (CG) and an
exposure group (G2). All animals in group G2 were weighed before and after cold
exposure each day, being exposed from day 1 post-coitum (1 dpc) to day 7
post-coitum (7 dpc) in a cold chamber at 4°C for 8 hours, and perfused on days 8,
11, and 15 dpc. A macroscopic analysis of the implantation sites was conducted to
evaluate possible hemorrhagic areas, and the number of implantation sites in both
groups was quantified. The collected material consisted of implantation sites from
days 8 and 11 dpc and the placenta from day 15 dpc, sectioned at 6 ym and
embedded in paraffin to prepare slides. The slides underwent histological analysis
with cytochemistry using DBA lectin to examine the morphology and stereology of
uNK cells and staining with eosin and hematoxylin for the morphometric analysis of
arterioles. The results showed that weight change before and after cold exposure
was not significant, although it decreased in most animals after the cold exposure
period. The number of implantation sites did not differ between the control and G2
groups. Implantation sites with hemorrhagic areas were observed in almost all
animals on all 3 evaluated days, and the area of the uterine spiral arteriole wall
decreased significantly on day 8 dpc (G2), which was not observed on days 11 and
15 dpc. The presence of all 4 subtypes of uNK cells was observed in the exposed
group; however, there was no significant difference in their quantity or total cell
number. These results suggest that cold does not directly affect the quantity and
function of uNK, but may affect gestational health through other pathways, leading to
vasoconstriction in arterioles and hemorrhage at implantation sites.

Keywords: DBA Lectin; morphology; gestation; cold exposure.
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1 INTRODUGAO

Um agente estressor € qualquer estimulo capaz de desencadear uma
resposta biolégica no corpo, seja ela hormonal ou neural, causando uma série de
alteragdes na homeostasia corporal, agravando doengas ou até mesmo gerando
efeitos fatais (Habib et al., 2017). A exposi¢ao ao frio pode ser considerada um fator
de estresse ambiental pois € um dos fatores que mais influenciam no equilibrio
homeostatico (Bernuci et al., 2013), impactando em outras vias metabdlicas,
fisioloégicas e hormonais do corpo. Um exemplo disso € o aparecimento de disturbios
hormonais reprodutivos em funcdo do uso do frio como estimulo estressor
(Greenfield et al., 2022).

No Brasil, € comum a presencga de diferentes padrdes climaticos, devido a
grande extensdo regional. Certas regides, exibem um outono e inverno rigoroso,
com frequente ocorréncia de geadas, frentes frias e graus negativos, como é o caso
da regiao Sul do pais (Targino et al., 2019). Em condigbes como essa, muitas
mulheres em situagao de rua, em especial as gravidas, enfrentam maiores desafios
para manter a sua temperatura corporal, devido a falta de aquecimento, roupas e
alimentos adequados.

Durante a gravidez, os efeitos estressores iniciais sao transmitidos
principalmente pelo sistema HPA (eixo hipotalamo-hipofise-adrenal) aumentando o
nivel de cortisol. Esse processo afeta a relacido neuroenddcrina materno-fetal e as
respostas imunolégicas podendo trazer consequéncias na hora do parto e danos
para a mae e o feto (Marca-Ghaemmaghami et al., 2015). Um estudo recente de
revisdo mostra que mulheres expostas ao frio ttm um risco aumentado de parto
prematuro, baixo peso ao nascer e natimorto (Ruan et al., 2023). Sabe-se que entre
a terceira e oitava semana de gestagdo é onde ocorre a maioria dos defeitos
congénitos e malformacdes, pois € nesse periodo que se inicia a formacado dos
orgaos e estruturas do embrido. O estudo de Sadler et al. (2017) mostrou que as
duas primeiras semanas de desenvolvimento, que inclui o periodo de implantagao,
também merece atencgédo, ja que a interrupgao ou quebra de homeostasia nas vias
iniciais de desenvolvimento embrionario pode levar a complicagbes ao longo da

gravidez.
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No inicio da gestacdo também acontece a migracao das células Natural Killer
Uterinas (UNK) para o ambiente uterino, esse recrutamento € possivelmente
controlado por progesterona e estrogeno (Chantakru et al., 2003). Tais células
exercem um papel fundamental para o estabelecimento da gravidez. Estudos como
o de Eriksson et al. (2004) mostram que as uNK sao responsaveis pela produgao de
citocinas para ajudar na invasdo do trofoblasto, e fatores angiogénicos para
remodelacao das arteriolas espiraladas uterinas. As células uNK também podem
sofrer influéncia em seu fendtipo e fungcdo devido a estressores ambientais,
impactando na saude da gravidez (Karimi et al., 2010).

Portanto, esse estudo teve como objetivo investigar como a exposi¢ado ao
frio no periodo inicial da gestagao poderia afetar a saude gestacional, a morfologia
do utero e de suas arteriolas espiraladas, bem como, a fungado e quantidade de

células uNK.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A EXPOSICAO AO FRIO E A GESTACAO

A gestacdo é um periodo de grandes mudangas fisiologicas, metabdlicas e
comportamentais necessarias para o preparo do corpo materno a fim de receber o
embrido e continuar o desenvolvimento fetal. Tais mudancgas incluem alteragdes
hormonais, como o aumento de progesterona, estrogeno, testosterona e prolactina
(Peter et al., 1991), essas alteragcbes hormonais também influenciam nas
adaptacgdes fisiologicas como desenvolvimento do utero, crescimento de mamas,
cessagao de ovulagdo e menstruagao (Kirkpatrick et al., 1953; Napso et al., 2018).
Devido a essas mudancas, a mulher pode ficar mais suscetivel as influéncias de
diferentes estressores desencadeando ou agravando quadros de ansiedade
(Mikolajkow et al., 2022) pelo aumento dos niveis de cortisol, noradrenalina e
adrenalina (Cameron et al., 1998; Dierckx et al., 2012) além de trazer
consequéncias na saude fetal como a maior incidéncia de parto prematuro (Staneva
et al., 2015) aborto espontaneo, malformagdes ou retardo no crescimento (Mulder et
al., 2002; Dunkel et al., 2012).

A exposigcdo ao frio pode ser considerada um fator estressante, ja que o
corpo enfrenta mudangas metabdlicas e fisioldgicas, e por isso, acaba abandonando
certas vias metabdlicas, a fim de priorizar a homeostasia e a retomada da
temperatura corporal (Shore et al., 2013). Apesar desse processo de termogénese
ser natural, a exposi¢cao a um estresse crénico em periodos mais sensiveis, como a
gravidez, pode influenciar vias importantes e trazer impactos negativos nesse
estagio como mostrado em diferentes estudos (Latendresse et al., 2009; Matsas et
al., 2023; Wang et al., 2023).

Apo6s um evento estressor, a resposta inicial € formada pelo sistema nervoso
simpatico levando a liberacdo de adrenalina e noradrenalina, aumentando por
exemplo, a pressdo arterial (Charmandari et al., 2005) e pelo eixo HPA
(hipotalamo-pituitaria-adrenal) que estimula a produgdo do horménio liberador de
corticotropina (CRH) no hipotalamo, liberando o horménio adrenocorticotropina
(ACTH) na circulacdo. O ACTH é responsavel por liberar cortisol no sangue através
da glandula adrenal. O aumento do nivel de cortisol faz feedback negativo para

interromper a liberagdo de CRH em condigdes normais (Miller et al., 2002).
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Alguns estudos mostram que a exposigao crénica ao estresse ou a niveis
elevados de glicocorticoides podem influenciar a secre¢cdo normal de gonadotrofinas
(LH e FSH) e impactar o ciclo estral devido o aumento do CRH (Rivier et al., 1984;
Kamel et al., 1987) inibindo a produ¢ado do horménio liberador de gonadotrofina
(GNRH) diminuindo a liberagdo de Lh e Fsh e consequentemente a producao de
estrogeno e progesterona nos ovarios (Viau et al., 1991). Portanto, mudangas
constantes e consistentes no eixo HPA podem influenciar o eixo HPG levando a sua
inibicdo e diminuindo os hormdnios reprodutivos circulantes (Toufexis et al, 2014). A
exposicao ao frio pode trazer algumas consequéncias durante a gestacdo como o
aumento de parto prematuro e natimorto (Ruan et al., 2023) menor comprimento ao
nascer (Bruckner et al., 2014) mudancas no desenvolvimento e fertilidade da
progénie na idade adulta (Piquer et al., 2017) e também pode ocorrer aumento de
consumo de energia o que melhora a capacidade termogénica, porém reduz a
deposigao de gordura no corpo (Luz et al., 1992; Zhang et al., 2009).

O periodo peri-implantacional, estagio inicial da gravidez, comega com a
chegada do blastocisto no utero e a interagdo com o endométrio até a sua fixagao
que posteriormente acarretara na formagao da placenta a fim de estabelecer o meio
de conexao entre a mae e o embrido. O embrido e as células endometriais, que sao
regulados hormonalmente, estdo suscetiveis a fatores de risco, podendo gerar
futuras complicagbes (Glasser et al., 1987). Defeitos nos estagios iniciais da
gravidez, que correspondem ao periodo de implantagdo e periodo embrionario sao
perpetuados durante toda a gestacdo como problemas de decidualizagao,
placentagcdo e crescimento embrionario intra uterino, podendo gerar a nao
viabilidade da gestacao ou partos prematuros (Cha et al., 2012; Ljubic et al., 2021).

Nos camundongos o periodo de implantacdo confere do 1° dia de gestacao
até o 6°dia de gestagdo e o embrionario do 6° dia de gestacédo até o 15° dia de
gestacdo que compreende o periodo de morfogénese. O modelo escolhido para
estudo foi o0 camundongo por apresentarem semelhanga com o modelo humano, ja
que a placenta de ambos é do tipo hemocorial, onde o sangue materno e fetal nao
se misturam e isso permite uma maior semelhanca na identificagdo de respostas

metabdlicas (Georgiades et al., 2002; Amarante-Paffaro et al., 2011,).
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2.2 AS CELULAS NATURAL KILLER UTERINAS (uNK) E SUAS FUNCOES

Células Natural Killer Circulantes (cNK) sdo linfocitos responsaveis pela
defesa inata do organismo, através da secregdo de citocinas e quimiocinas, contra
células infectadas por bactérias, virus ou parasitas (Lodoen et al., 2006; Seileit et
al., 2015). A capacidade citotoxica dessas células vem de seus granulos
citoplasmaticos contendo perforina capazes de lisar as células alvo (Lowin et al.,
1994; Ambrose et al., 2020).

Em humanos, as cNK, presentes no sangue periférico, se diferenciam em
dois subconjuntos classificados através da auséncia ou presenca da molécula
CD56. As células NK CD56%™ estdo em maior quantidade no sangue periférico e
possuem uma menor densidade dessa molécula, além de expressar o antigeno
CD16, sua principal fungado € a citotoxicidade gerada apds a estimulagdo dessas
células com as interleucinas (IL) IL-2 e IL-15 (Caligiuri et al., 2008). Em
contrapartida, as ctNK CD56°™" apresentam uma maior quantidade dessa molécula
e nao possui antigeno CD16, além de produzirem uma grande quantidade de IFN-y
quando sao estimuladas por IL-2 e IL-15 porém possuem fraca atividade citolitica
(Cooper et al., 2001). Portanto, células CD56%™ sdo efetivamente citotoxicas e a
CD56"" regulam outras células através da secregio de citocinas (Carson et al.,
1994; Cooper et al., 2001; Robertson et al., 2002).

As Células Natural Killer desempenham um papel importante no utero
durante a gravidez, onde um maior numero de células sédo recrutadas devido a
maior liberacdo de horménios nessa regidao a fim de ajudar a manter a saude e
vitalidade do embrido (Zhang et al., 2011). Alguns estudos Koopman et al. (2003);
Acar et al. (2011) mostram que as células NK que proliferam no utero embora se
assemelham com as cNK CD56"9" ou cNK CD569™ formam uma linhagem Unica
conhecida como Células Natural Killer Uterinas (uNK), apresentando grandes
granulos citoplasmaticos contendo perforinas e granzimas.

Em camundongos, as células uNK se ligam de forma especifica e exclusiva
na lectina DBA. Essa demarcagao acontece na membrana citoplasmatica, pela
ligacdo da lectina no N-acetil D-galactosomina e nos granulos dessas células, nao
sendo vista nas cNK (Paffaro et al., 2003).
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Apesar das uNK apresentarem granulos, elas ndo possuem agao citotoxica
no utero ja que as células do trofoblasto expressam as moléculas nao classicas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) |, como a HLA-E e HLA-G como
descrito por Kopcow et al. (2005). Além disso, as células uNK expressam diferentes
receptores em sua superficie que ajudam na inibigdo da toxicidade. Os principais
receptores inibitorios de MHC-1, expressos por células natural killer uterinas, sdo os
KIRs inibitérios em humanos e o Ly49A de camundongos (Sojka et al., 2020).

As células uNK exercem um papel importante no aporte sanguineo
materno-fetal, aumentando sua quantidade durante a fase secretora do ciclo,
atingindo seu pico no final do primeiro trimestre e diminuindo no final da gestagao
(Lee et al., 2011) , além de ser capaz de produzir citocinas e expressar moléculas
como a KIR2D, que permite a interagdo com o HLA-C de células trofoblasticas
extravilosas que formam a placenta, ajudando na sua invasao no utero (Whettlock et
al., 2022). As células uNK também secretam algumas citocinas como o IFN-y que
atua na inibicdo da invasdo do trofoblasto aumentando a sua apoptose e diminuindo
o numero de proteases (Lash et al., 2006) e a IL-8 que pode induzir sua migragao
aumentando os niveis de MMP2 (metaloproteinase 2) (De oliveira et al., 2010),
regulando a invasdo. Em humanos, quando a gestagcdo nao ocorre, estas células
acabam diminuindo em numero, influenciando na integridade da vascularizagao
uterina e consequentemente ajudando na descamagdo do endométrio e
menstruagao (Trundley et al., 2004). Um estudo de Biswas Shivhare et al. (2015)
mostrou uma diminuicdo ainda mais acentuada das células uNK em mulheres que
tinham sangramento menstrual intenso.

Além de regular a invasao do trofoblasto, as células uNK tem sua fungao
principal atrelada a remodelagcdo das arteriolas espiraladas uterinas, através da
secrecdo de fatores angiogénicos como o VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), PLGF (fator de crescimento placentario), Ang-1 e Ang-2 (HANNA et al.,
2006). O IFN-y secretado pelas uNK regulam o tamanho do lumen vascular,
aumentando seu didmetro para uma maior passagem do fluxo sanguineo e
diminuindo a espessura da parede (Ashkar et al., 2001; Monk et al., 2005; Leonard
et al., 2006). Os fatores angiogénicos e as citocinas secretadas pela uNK também
atuam na substituicdo das células musculares lisas das arteriolas por células
trofoblasticas extravilosas, isso ajuda no maior influxo de sangue e diminui a

resisténcia do vaso, facilitando o aporte sanguineo (Robson et al., 2012). Além
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disso, um estudo de Wallace et al. (2012) mostra que tanto as uNK como as células
trofoblasticas secretam muitos fatores e citocinas em comum, que servem para
regular as arteriolas espiraladas, isso inclui a expressao de VEGF pelos dois tipos
celulares que ajuda a interromper as camadas de células musculares lisas,
ajudando na substituigdo do tipo celular como ja mencionado acima (Lash et al.,
2011). Estudos anteriores demonstraram que a menor ativagdo ou uma ativagao
exacerbada do HLA e KIR, bem como, a ndo remodelagdo correta das arteriolas
uterinas, estdo associados com disturbios de implantagcdo como pré-eclampsia,
restricido de crescimento fetal e aborto espontaneo recorrente (Hiby et al., 2008;
Johnsen et al., 2018).

2.3 A EXPOSICAO AO FRIO E AS CELULAS uNK

Algumas células do sistema imune, como as células dendriticas e as células
natural killer, aumentam sua proliferacdo no utero durante o periodo de implantagao
(Lee et al., 2011). Nos camundongos, os linfécitos comegam a aparecer no utero por
volta do 6° dia de gestagao, periodo que também corresponde a implantagao (Xie et
al., 2005). No comeco as uNK sao menores, nao apresentando granulos e comegam
a sua proliferacao e distribuicdo pela regido mesometrial do sitio de implantacdo que
engloba o miométrio e endométrio (Paffaro et al., 2003).

A proliferagdo das uNK no ambiente uterino, parece ser influenciada de forma
direta ou indireta pelos horménios reprodutivos. Segundo Henderson et al. (2003),
as células uNK possuem receptores-f3 para estrogeno (ER-B), o que explicaria uma
influéncia direta no aumento dessas células durante a gravidez. Apesar do autor
demonstrar que as células ndo expressam receptores para progesterona, de forma
indireta, esse horménio também influencia na proliferagdo das uNK através da
estimulacéo da secregéo de IL-15 (Interleucina 15) pelas células estromais (Okada
et al., 2000).

Como citado anteriormente, um evento estressor cronico pode diminuir os
niveis hormonais de estrégeno e progesterona (Vermeulen et al, 1993; Chrousos et
al., 1998; Valsamakis et al., 2019; Morrison et al., 2021; Wei et al., 2022). Tendo em
vista a inexisténcia de estudos relacionando a acédo do frio as UNK, e como a

proliferagdo dessas células depende desses hormdnios, sugere-se que o frio possa
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diminuir a proliferacdo da uNK impactando negativamente na sua fungdo e

atrapalhando a saude gestacional.
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3 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o estresse pode ter influéncia na gestacdo de forma geral.
Poucos estudos ja publicados mostram a relagao entre o frio e a saude gestacional,
e a relagao entre a exposigao ao frio e as células Natural Killer Uterinas ainda nao
foi estudada. Sabendo que as células uNK tem fun¢gdes importantes para manter a
gestagao e que estressores na gravidez podem causar complicagdes principalmente
quando acomete o periodo inicial, € importante avaliar o possivel efeito do frio na
saude gestacional de forma geral, ja que € um fator de exposicdo muito comum em
algumas regides. Esse tema traz relevancia tanto para a biologia reprodutiva como

para o entendimento de como fatores ambientais podem influenciar a saude.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar como a exposi¢éo ao frio no periodo inicial da gestagao poderia
afetar a saude gestacional, a morfologia do utero e de suas arteriolas espiraladas,

bem como, a fungao, diferenciacdo e quantidade de células uNK.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a aparéncia e a quantidade dos sitios de implantagao, além do peso
das fémeas prenhes antes e depois da exposi¢cao ao frio.

b) Avaliar a quantidade e densidade dos subtipos das Células Natural Killer nos
dias 8° 11° e 15°dg nas fémeas expostas ao frio.

c) Investigar se o frio pode influenciar na espessura das arteriolas uterinas nos

dias 8° 11° e 15°dg e relacionar isso com os demais resultados.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 35 camundongos, sendo 30 fémeas e 5 machos da
linhagem Swiss, retirados com 8 semanas de idade do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos no Biotério do
Laboratério de Biologia Animal Integrativa (LABAInt), do Departamento de Biologia
Celular e do Desenvolvimento localizado no campus sede da UNIFAL-MG, dentro de
caixas de polipropileno em estantes a temperatura de (23+2°C), com agua e ragdo
ad libitum em um ciclo claro-escuro de 12 horas. Antes do acasalamento, todos os
animais passaram por aclimatacdo durante uma semana, e apds esse periodo as
fémeas foram acasaladas com os machos. As fémeas foram separadas para dar
inicio a exposicdo a medida que se observava o tampao vaginal, definindo o
primeiro dia de gestacéo (dg1). Todo o uso animal dessa pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica da UNIFAL-MG (protocolo:0019/23).

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para esta pesquisa, foram utilizados dois grupos experimentais: o grupo de
exposicao ao frio (G2) e o grupo controle (GC), cada um contendo 15 fémeas. As
fémeas do grupo G2, foram expostas a uma temperatura de 4°C £ 2°C em cémara
fria durante 8 horas/dia, seguindo uma adaptagdo do protocolo de Piquer et al.
(2017) ainda dentro de caixas de polipropileno contendo maravalha, comida e
bebida ad libitum desde o 1°dg até a manha do 8°dg, a fim de avaliar a influéncia do
frio no periodo de implantagdo. Os 15 animais foram subdivididos em 3 grupos de 5,
onde sofreram eutanasia no 8°, 11° e 15°dg. O grupo controle ndo sofreu exposi¢cao
ao frio e também foi subdividido em 3 grupos de 5 animais e eutanasiados no 8°, 11°

e 15°dg para comparagcao com o grupo tratado.

5.3 ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo foi realizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC),

portanto, a analise estatistica foi realizada por meio de analise da variancia (ANAVA)
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de duas vias seguida do teste de Sidak, para andlises de comparagdes multiplas
quando duas variaveis estavam presentes (tratamento com frio e dias de gestacao).
Para as analises com apenas uma variavel (tratamento com frio) foi utilizado o teste
t nado-pareado para dados paramétricos e teste de Mann Whitney para dados
nao-paramétricos. Todas as analises foram feitas por meio do software GraphPad
Prism 9.0. Valores de p < 0,05 foram considerados como indicativos de significancia.
Os testes referentes a cada analise encontram-se indicados nas legendas das

imagens.
5.4 ANALISE DOS SiTIOS DE IMPLANTACAO E PESO (g) DAS FEMEAS

Os sitios de implantagéo (Sl) das fémeas foram analisados e quantificados, a
fim de se observar qualquer alteragcdo como hemorragias e/ou possiveis perdas
gestacionais, comparando a quantidade de Sl entre o grupo controle e o grupo
tratado. Além disso, todas as fémeas, destinadas a exposicdo ao frio, foram

pesadas antes e depois da exposi¢cao na camara fria.

5.5 ANALISE HISTOLOGICA

No dia definido para ocorrer a eutanasia, a fémea foi perfundida com
paraformaldeido a 4% em tampao fosfato 0,05M pH7,4 com inalagao de isoflurano
2% para efeito anestésico. Os cornos uterinos do 8° e 11°dg foram coletados e os Sl
dissecados, bem como a placenta do 15°dg, para serem incluidos em parafina. Para
esse procedimento, primeiro ocorreu a desidratacdo dos cortes em diferentes
concentragdes de etanol por 30 minutos (70%, 90%, 95%, alcool absoluto 1, 2 e 3) e
a sua diafanizacdo com xilol 1 e 2 por 15 minutos cada. Os cortes incluidos na
parafina, foram seccionados a 6um de espessura sob laminas histoldgicas
revestidas com poli-L-lisina a 10%. As laminas continham 3 cortes do mesmo sitio
de implantacdo e foram utilizadas para avaliagcéo histolégica através da coloragao

com Hematoxilina e Eosina (HE) e histoquimica com lectina DBA.
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5.5.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

Para essa técnica foram utilizados 3 cortes de 3 Sl escolhidos de forma
aleatdria de cada um dos animais, a fim de se avaliar a morfometria das arteriolas
espiraladas uterinas. Para isso, as laminas passaram por desparafinizagédo em xilol
1 e 2 durante 20 minutos cada, depois foi hidratada com diferentes concentracoes
de etanol (alcool absoluto 1, 2 e 3, 95%, 90% e 70%) e agua durante 5 minutos em
cada. Para a coloragao, foi utilizada a Hematoxilina de Harrys, previamente filtrada,
por 45 segundos. Depois as laminas foram lavadas em agua corrente por 5 minutos
e deixadas 30 segundos na Eosina. Apds a coloragao, as laminas sédo desidratadas
com concentragdes crescentes de Etanol (70%, 90%, 95%, absoluto 1, 2 e 3) e
diafanizadas no xilol com posterior montagem utilizando Entellan. Essas laminas
foram analisadas em microscoépio foténico (Nikon Eclipse 80i/Japan) e software de

imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan)

5.5.2 Citoquimica com o uso de Lectina DBA

A citoquimica com lectina DBA foi utilizada para identificagao das células uNK
DBA+. Para esse procedimento, as laminas passaram por uma bateria de
desparafinizagédo, ficando 20 minutos no xilol 1 e no xilol 2, e hidratagdo em
concentracbes decrescentes de etanol e agua durante 5 minutos em cada (alcool
absoluto 1, 2 e 3, 95%, 90% e 70%). Os cortes foram tamponados com PBS 0,05 M
pH 7.4, lavados e depois incubados com H202 1% (perdxido de hidrogénio) em PBS
0,05 M pH 7.4 por 30 minutos. Cada corte foi lavado 2 vezes com o auxilio de uma
bomba de sucgao e uma pipeta de pasteur com PBS 0,05 M pH 7.4. Posteriormente,
se deu a incubagcdo com BSA 1% (Bovine Serum Albumin — Sigma, St Louis, USA)
em PBS por 30 minutos. A solugdo de BSA/PBS foi entdo sugada pela bomba de
succgao e feita a incubagcédo da Lectina DBA-Biotina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) 1:300 em PBS, onde foi deixada em camara umida durante 12 horas a 4°C.

Apds o overnight, os cortes foram lavados 5 vezes com PBS e incubados
com estreptavidina/peroxidase (Chemicon International, Temecula, CA, USA) em
PBS durante 1 hora, lavados mais 5 vezes e revelados com o uso de uma solugao
trabalho de DAB (diaminobenzidina - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e peréxido

de hidrogénio 0,1% em PBS. Apds o0 excesso de solugado ser removido com agua
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destilada, os cortes sdo corados com Hematoxilina de Harris, desidratada em uma
solugédo crescente (70%, 90%, 95%, alcool absoluto 1, 2 e 3) de etanol por 5

minutos em cada e no xilol, com posterior montagem da lamina com Entellan.
5.5.3 Estudo Estereolégico

Esse estudo foi realizado com o intuito de analisar a densidade dos 4
subtipos de células uNK DBA+ presentes nas 3 regides dos Sl (Figura 1)
contemplando uma area de 200pm? como descrito em (Paffaro et al., 2003), essa
area é delimitada por um teste quadratico, com duas linhas de exclusido e apenas as
células com nucleos visiveis foram contadas.

A analise foi realizada utilizando 3 cortes de 3 sitios de implantagao
diferentes escolhidos aleatoriamente de cada um dos animais. Essas laminas foram
analisadas em microscépio fotonico (Nikon Eclipse 80i/Japan) e software de

imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).

Figura 1 - Regides do Sitio de Implantagao pela citoquimica com lectina DBA
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Fonte: da autora (2024, p. 24)

Legenda: Em A: Sitio de implantagdo de 8°dg onde a regido 1 (R1) representa o miométrio, a 2 (R2) a
regido endometrial intermediaria e a regido 3 (R3) o endométrio decidualizado préximo ao embrido (E),
B: Sitio de implantagdo de 11°dg onde a regido 1 (R1) representa o miométrio, a 2 (R2) a regido
endometrial intermediaria e a regido 3 (R3) o endométrio decidualizado préximo a placenta (PL), C:
Sitio de implantacdo de 15°dg onde a regido 1 (R1) representa o miométrio, a 2 (R2) a regido
endometrial intermediaria e a regido 3 (R3) o endométrio decidualizado proximo a placenta (PL).

A
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6 RESULTADOS

Quanto ao numero de sitios de implantagdo, ndo se observou nenhuma
mudanca significativa entre o grupo exposto ao frio e o grupo controle (Figura 2 A).
No entanto, foram observadas areas hemorragicas nos grupos de 8°dg, 11°dg e
15°dg expostos ao frio como observado na Figura 2 C, E, G, respectivamente. No
8°dg, apenas 1 animal submetido ao frio apresentou hemorragia, além de serem
observados apenas 4 sitios de implantagcdo embrionaria nesse animal. No 11°dg
existiam focos hemorragicos em todos os animais expostos em relacdo ao grupo
controle. Por fim, no 15°dg também foram observados focos hemorragicos em
alguns animais. Em cortes histologicos de alguns sitios de implantagdo de animais
submetidos ao frio no 11°dg, corados por HE, foi possivel observar extensas areas
hemorragicas na regidao de implantagao embrionaria (figura 3B). Cortes histolégicos
de certos sitios de implantagdo de animais submetidos ao frio e coletados no 15° dg
também apresentavam extensas areas hemorragicas na regido mesometrial (Figura
3C, 3D) acompanhada de hipocelularidade (figura 3E), onde as uNK se localizavam
em meio a essas regides (figura 3F).

Nossas analises revelaram um aumento significativo do peso dos animais
expostos ao frio do 1° ao 7° dg (30,1g e 33,2g, p=0,0005). Nota-se que apds cada
exposicao noturna ao frio, foram observadas pequenas quedas no peso dos
animais, seguidas de pequenos aumentos no peso durante o dia. No entanto, essa
aparente diminuicio diaria no peso dos animais causada pela exposi¢cao ao frio néo

foi estatisticamente significativa (p= 0,8127), (Figura 4).



Figura 2 - Numero e areas hemorragicas dos sitios de
implantagao
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Fonte: da autora (2024, p. 26)

Legenda: Em A: Total de sitios de implantacdo de todos os animais
expostos ao frio (em branco) e do grupo controle (em preto), analise
estatistica utilizada foi o teste T pareado. De B a G: Exemplos de Uteros
prenhes do 8°, 11° e 15° dg. B: sitios de implantacdo de um animal do
GC no 8°dg, C: Sitio de implantagdo de um animal do G2 de 8°dg com
pontos hemorragicos (setas brancas), D: Sitio de implantagdo de um
animal do GC de 11°dg, E: Sitio de implantagdo de um animal do G2 de
11°dg, com pontos hemorragicos (setas brancas), F: Sitio de implantagéao
de um animal do GC de 15°dg, G: Sitio de implantagdo de um animal do
G2 de 15°dg com pontos hemorragicos (setas brancas).
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Figura 3 - Areas hemorragicas em laminas coradas com
Eosina Hematoxilina de animais do 11°dg e 15°dg (G2)

Legenda: Em A: S| de um animal controle (GC) de 15°dg, na imagem €& possivel
visualizar o miométrio (mi) o endométrio (En) que corresponde aregidao2e 3 e o
inicio da formagao da placenta (PL), B: SI de um animal exposto ao frio (G2) de
11°dg com area hemorragica (h) na regiao de desenvolvimento embrionario, C:
S| de um animal exposto ao frio (G2) de 15°dg com area hemorragica no
endométrio (En) apontada pelas setas pretas, D: Aumento de 40x em area
hemorragica em um animal de 15°dg (G2), onde sdo observados muitos
eritrocitos, E: SI de um animal exposto ao frio (G2) de 15°dg mostrando extensa
area hipocelular e hemorragica, F: Detalhe de regido mesometrial de Sl de
camundongo exposto ao frio e do 15° dg (G2) submetido a citoquimica de lectina
DBA mostrando a presenca de células uNK DBA+ (setas pretas) em regido
hemorragica equivalente a observada na figura 3C.

27



28

Figura 4. Peso dos animais em grama (g) antes e depois
da exposicao ao frio do 1° ao 7° dia de gestagao
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Fonte: da autora (2024, p. 28)

Legenda: Em preto, € mostrada a média de peso de todos os animais do
grupo G2 antes da exposi¢cao ao frio e em branco a média dos pesos de
todos os animais do grupo G2 depois da exposi¢ao ao frio. Nota-se que as
barras do gréafico seguem um padrao, onde o peso é sempre recuperado
no dia seguinte da exposicdo ao frio e aumenta ao longo dos dias. A
anadlise estatistica realizada foi o teste T ndo pareado.

Em relacdo a morfologia das células Natural Killer Uterina, foi observado,
tanto no grupo controle como no grupo exposto, a marcagao das células uNK DBA+
(Figura 5A e B), além dos 4 subtipos de células descritos por Paffaro Jr et al. (2003).
O subtipo 1 se caracteriza por um nucleo bem evidente com heterocromatina
predominante, ndo contém granulos e sdo pequenas em diametro (Figura 5 C). O
subtipo 2 ja € um pouco maior e contém alguns granulos em seu citoplasma (Figura
5 D). O subtipo 3 possui um didmetro grande e muitos granulos citoplasmaticos
(Figura 5 E). O subtipo 4 se destaca por possuir granulos e vacuolos em seu
citoplasma (Figura 5 F). O numero total de uNK nao foi estatisticamente alterado
em nenhum dos dias de gestacdo (8dg: GC=16,9 e G2=17,1, p=0,99; 11°dg:
GC=56,1 e G2=47,2, p=0,726 ;15°dg: G2=38 e GC= 32,4, p=0,524 ) (Figura 7) .
Quanto a quantidade dos subtipos dessas células, também ndo foi observada

diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre o grupo exposto ao frio e o
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grupo controle em nenhum dos subtipos, nenhuma das regidées e em nenhum dos
trés dias de gestacao estudado (8°dg, 11°dg e 15°dg) (Figura 6), os subtipos mais
imaturos 1 e 2 aparecem com maior frequéncia na regiao 2 tanto no grupo controle
como no grupo exposto (Figura 6 B e E). A incidéncia de células uNK do subtipo 3
(tipo maduro) e 4 (tipo senescente) era maior no 11°dg (Figura 6 G, H e 1) e 15°dg
(Figura 6 J, K, L), tanto no grupo controle como no grupo exposto ao frio, reforcando

que o frio ndo foi capaz de modificar a incidéncia e diferenciacao das uNK.

Morfolgiq das Células u['\lK DBA+ |
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Fonte: da autora (2024, p. 29)

Legenda: Em A: S| de 11°dg (GC) mostra células uNK reativas para lectina
DBA (setas pretas) e arteriolas espiraladas uterinas (a), B: Sl de 11°dg (G2)
mostrando células uNK DBA reativas (setas pretas),C: Subtipo 1 de uNK, D:
Subtipo 2 de uNK, E: Subtipo 3 de uNK, F: Subtipo 4 de uNK.



30

Figura 6 - Numero de células uNK dos subtipos 1, 2, 3 e 4 nas regides
1 2 e 3 nos sitios de implantagao de 8°dg, 11°dg e 15°dg
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Fonte: da autora (2024, p. 30)

Legenda: Animais controle (GC) (barras pretas). Animais submetidos ao frio (G2)
(Barras brancas). Testes estatisticos utilizados foram ANOVA de 2 vias e teste Sidak
para comparagdes multiplas.
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Figura 7 - Numero total das Células uNK nos 3 dias
de gestacéao
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Fonte: da autora (2024, p. 31)

Legenda: Em preto tem-se a média de todas as

células uNK quantificadas dos grupos 8°dg, 11°dg e 15°dg,
envolvendo todas as regides e todos os animais do grupo
controle (GC). Em branco, a média de todas as células uNK
quantificadas dos grupos 8°dg, 11°dg e 15°dg, envolvendo
todas as regides e todos os animais expostos ao frio. Testes
estatisticos utilizados foram ANOVA de 2 vias e teste Sidak
para comparacgdes multiplas.

Para a analise morfométrica das arteriolas espiraladas uterinas, mensurou-se
a espessura da parede arterial (PA), para isso, foi realizado a diferenca entre a Area
Total (AT) e a Area Luminal (AL), onde a area total representa a medida externa da
parede do vaso mais a regido luminal (Figura 8).

Como observado na Figura 9 E, a espessura da parede arterial no grupo de
8°dg exposto ao frio foi estatisticamente menor (3135 um?) do que o grupo controle
(3403 um? e p=0.047). Entretanto, no grupo de 11°dg nao foi encontrada uma
diferenca significativa (p=0,878) quando comparado ao grupo controle (14460 um?
X 14289 um?). O mesmo aconteceu com o grupo de 15°dg (27491 um?), ndo
apresentando uma diferenga estatistica (p=0,901) em comparagéo ao seu controle
(24165 um?). Na Figura 9 A e C é possivel observar a maior espessura na arteriola
espiralada uterina no Sl de 8°dg do grupo controle (GC), enquanto que na Figura 9
B e D observa-se a diminuicdo dessas arteriolas em um animal exposto ao frio de
8°d



Figura 8 - Corte histolégico de Sitio de implantagao do 11°dg

de animais do grupo G2

LRR:

Legenda: Demonstragdo de como foi medida a espessura das paredes
das arteriolas uterinas, o contorno em branco na area externa da parede é
considerado a area total (AT), o contorno em branco no lumen da arteriola
é considerado a area luminal (AL). A diferenca entre essas duas medidas
mostra a espessura da parede das arteriolas (PA).
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Figura 9 - Cortes histologicos de sitios de implantagéao de 8° dg
submetidos a coloracédo de HE
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Fonte: da autora (2024, p. 33)

Legenda: Em A: Sl de 8°dg de um animal controle (GC), B: Sl de 8°dg de
um animal exposto ao frio (G2). Arteriolas (setas). C: Detalhe de corte
histolégico de Sl do controle de 8°dg mostrando as arteriolas (a) D: Detalhe
de corte histologico de Sl do grupo G2 de 8°dg mostrando as arteriolas (a),
E: Morfometria da parede das arteriolas espiraladas uterinas no 8°dg 11°dg
e 15°dg em animais controle (barras pretas) e submetidos ao frio (barras
brancas). O teste estatistico utilizado foi o teste de Mann Whitney.
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7 DISCUSSAO

Apesar de nao termos encontrado perda de peso estatisticamente
significativa em animais submetidos ao frio do 1° ao 7° dg, observamos que esses
animais perdiam peso apds cada exposicdo ao frio e que esse peso era
posteriormente recuperado durante o dia enquanto os mesmos estavam livres da
influéncia do estresse. O estudo de Ravussin et al, (2014) demonstrou que a
exposicao ao frio aumenta o gasto energético através da ativacdo da gordura
marrom, a fim de estimular a produgado de calor pelo corpo (termogénese), o que
influencia na perda de peso. A posterior retomada de peso dos animais durante o
dia pode ter ocorrido pela necessidade de uma maior ingestdo de alimento para
recuperar o gasto energético, como ja foi demonstrado em outro estudo (Gong et al.,
2023).

Em relacdo as células uNK, seus 4 subtipos, apesar de estarem presentes no
grupo exposto ao frio, ndo foram alterados como observado em outros modelos. No
estudo de Zavan et al. (2012) sobre o efeito da esplenectomia nas células Natural
Killer Uterinas, observou-se um atraso no recrutamento dessas células, onde o
subtipo 1 estava em menor numero nas regides 1 e 2 quando comparado ao grupo
controle, o subtipo 2 se manteve alto no 12°dg em comparagado ao controle, e o
subtipo 3 também aumenta no 12°dg, indicando um atraso na proliferacédo e
diferenciagao. Além disso, em nossos achados, a distribuicdo e a diferenciacdo das
células também nado sofreu alteragdo significativa como é visto em estudos
envolvendo outros estressores. Em Zavan et al. (2016) a exposicdo dos
camundongos ao LPS, desencadeou uma proliferagdo de células uNK imaturas e
diminuiu os subtipos maduros além de mostrar o aparecimento de um quinto subtipo
celular (DBA°"uNK) que apresentavam baixa reatividade a lectina DBA na superficie
e auséncia de DBA nos granulos. No modelo de Evila et al. (2024) sobre a influéncia
de diferentes padrbes alimentares nas uNK, observou-se um aumento no numero
de Células (DBA”" low uNK) nas dietas com alto teor de carboidratos e gordura e
menos células uNK dos subtipos Il e lll na dieta com alto teor de carboidrato, onde
ambos os grupos demonstraram desencadear inflamagéo. Com isso, nota-se que o
frio ndo apresenta 0 mesmo padrdo dos outros estressores ja testados na literatura,
e isso revela que esses outros estressores parecem ser mais contundentes que o

frio, agindo em vias que acabaram ativando as células uNK. A mudanca de
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temperatura parece ser mais natural, diferente das inflamacgdes (causada pela dieta)
ou a mimetizacdo de processos inflamatérios causado pelo LPS ou ainda a direta
interferéncia na migragcéo dessas células como visto no estudo da esplenectomia.
Sendo assim, para nossa surpresa, o estresse induzido pelo frio ndo foi capaz de
gerar alteragdes na diferenciagao, distribuicdo, maturagdo e morfologia das uNK
como era esperado.

Apesar do frio ndo ter alterado a incidéncia e diferenciacdo das uNK, em
nossos estudos a espessura das arteriolas espiraladas de sitios de implantagao de
8° dg de animais submetidos ao frio estavam mais delgadas que nos animais
controle. No entanto, posteriormente em animais do 11° e 15° dg submetidos ao frio
as arteriolas espiraladas ndo se apresentavam alteradas. Esses resultados sugerem
que os animais submetidos ao frio do 1° ao 7° dg tiveram suas arteriolas
modificadas durante a exposicdo ao frio como observado no 8° dg, no entanto,
cessado o estimulo estressor essas arteriolas puderam se recuperar mostrando
didmetros normais nos dias de gestacao subsequentes (11° e 15° dg) comparados
aos respectivos controles. Zhang et al. (2018), em seus estudos com camundongos
prenhes tratados com nanoparticulas de diéxido de titanio, sugeriram que a redugao
no diametro das arteriolas destes animais, pode ter acontecido pela diminuigdo em
numero das células uNK. Na verdade, o efeito na angiogénese e modificacéo
vascular das células uNK durante a gestacdo ja foi amplamente descrito na
literatura, tanto em camundongos (Chantakru et al., 2003; Lima et al.,, 2014;
Baltayeva, et al., 2020), quanto em seres humanos (Lash et al., 2006; Robson et al.,
2012; Almasry et al., 2015). No entanto, em nossos estudos utilizando o estimulo da
baixa temperatura durante o inicio da gestacao, essa relacdo das uNK com as
arteriolas espiraladas nao foi confirmada, o que sugere que o adelgagcamento destas
artérias observado no 8° dg ndo esta relacionado a ativagdo das uNK, mas sim a
outras vias relacionadas a exposicado deste estimulo estressor que podem ter levado
a vasoconstricdo. A vasoconstricao arterial € um fendmeno que pode ocorrer apds a
exposicao ao frio e isso se deve principalmente a regulacado de efetores neurais do
sistema nervoso simpatico como a norepinefrina, responsavel por contrair a
musculatura lisa presente na parede arterial a fim de preservar o calor corporal
(Zhang et al., 2021).

As células musculares lisas presentes no utero, também s&o inervadas pelo

sistema nervoso simpatico, e a sua estimulagao pelo frio, vai culminar na contragao
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uterina e na regulacdo do fluxo sanguineo como consequéncia (Malvasi et al.,
2024). Outro fator que atua na regulacdo da vasoconstricdo € a endotelina, um
vasoconstritor secretado pelas células endoteliais dos vasos. Um estudo de Wang et
al. (2020) mostrou que o estresse gerado pelo frio, aumenta a produgdao de
endotelina o que culmina em uma maior contragao das ceélulas musculares lisas.

Além disso, apesar de o numero de sitios de implantagédo (SI) ndo ter
diminuido em numero nos dias de gestagdo analisados em nosso estudo e quando
comparado ao grupo controle, foi possivel encontrar macroscopicamente e
microscopicamente SI com extensas areas hemorragicas, as quais nao foram
observadas em controles. Nesse sentido, a ocorréncia de hemorragias apos
exposicao ao frio pode estar relacionada ao aumento da presséao arterial, como ja
descrito na literatura (Pan et al., 2023). Esses autores observaram adicionalmente
uma diminuicdo no peso da placenta e dos fetos, além de modificacbes no rim de
camundongos prenhes expostos ao frio.

Portanto, é razoavel supor que, também em nossos estudos, o frio tenha
provocado aumento da pressao arterial, concomitante a vasoconstricido das
arteriolas espiraladas, causando as areas hemorragicas e hipocelulares observadas
no endométrio da regido mesometrial destes animais. Esses fatores podem limitar o
aporte sanguineo para o feto, o que pode prejudicar a saude gestacional através da
diminui¢do do crescimento do feto e da placenta (Morton et al., 2017), o que poderia
ser confirmado por meio de estudos adicionais da prenhez a termo e da qualidade

da prole de camundongos submetidos ao frio no inicio da gestagéo.
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8 CONCLUSAO

Diferente do observado em modelos utilizando agentes infecciosos (LPS),
inflamatorios (Ragao Hiperlipidica) e agentes que influenciam de forma direta a
migracao das células (esplenectomia), o frio durante o inicio da gestagédo nao
alterou a distribuicao e diferenciagdo das uNK de camundongos. No entanto, o frio
pode alterar as arteriolas espiraladas uterinas e causar hemorragias que podem
diminuir a viabilidade gestacional via caminhos diferentes daqueles que utilizam a

ativacdo das uNK e que podem ser confirmados com estudos adicionais.
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