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RESUMO

A técnica para obten¢do de animais nocautes revolucionou o campo da genética, permitindo o
estudo da fun¢do de um gene por meio da comparagao entre um animal selvagem e outro com
o gene deletado. Diversas fung¢des génicas foram descobertas com essa técnica, mas muitos
genes e suas fungdes em diferentes tecidos ainda precisam ser elucidados, dentre eles o
Rasgef1b. Tal gene codifica para um fator de troca de nucleotideos guanina de GTPases do tipo
Ras, que controlam a ativagdo de vias de sinalizagdo importantes na regulacdo de diversos
processos metabdlicos como proliferagdo e sobrevivéncia celular. Embora a expressdo de
RasGEF1b ocorra predominantemente em macréfagos, a mesma pode ser detectada, mesmo
que em menores niveis, em outros tecidos, como a placenta. A placenta ¢ um 6rgdo crucial no
desenvolvimento pré-natal de mamiferos, por ser responsavel pela interface materno-fetal,
regido de troca de nutrientes e gases respiratorios. Ademais, é extremamente sensivel a
disturbios, e ha evidéncias de que diferentes genes desempenham fungdes criticas sobre sua
morfofuncionalidade. Portanto, estudar a placenta e os parametros reprodutivos de fémeas
desprovidas do fator RasGEF1b ¢ uma maneira promissora e inédita de investigar o papel desse
gene sobre a capacidade reprodutiva. Para isso, camundongos fémeas dos tipos selvagem e
RasGEF1b-cKO foram avaliadas quanto a parametros reprodutivos antes e durante a gestagao,
momento em que suas placentas foram coletadas (dia gestacional 17.5), para analises
histomorfométricas. Fémeas RasGEF1b-cKO apresentaram ciclo estral e taxa de prenhez
semelhantes a fémeas WT (P>0,05). Adicionalmente, apresentaram menor nimero de fetos e
reabsor¢des (P<0,05). Os fetos provenientes das fémeas nocaute apresentaram biometria
semelhante a fetos WT, porém as placentas de animais nocaute apresentaram diferencas
biométricas e histoldégicas como maior peso, menor diametro e eficiéncia, além de maior
proporcdo de vasos fetais no labirinto e de vasos maternos na zona juncional, membrana
interheme mais espessa e vasos fetais maiores (P<0,05). Nossos dados demonstram de maneira
inédita as alteragdes reprodutivas e placentarias oriundas da deficiéncia do fator RasGEF1b em

fémeas murinas.

PALAVRAS-CHAVE: camundongos nocaute; rasgeflb; fertilidade; placenta; caracterizagao

morfoldgica.



ABSTRACT

The technique to obtain knockout animals revolutionized the field of genetics, allowing the
study of the function of a gene through the comparison between a wild animal and another with
the deleted gene. Several gene functions have been discovered with this technique, but many
genes and their functions in different tissues still need to be elucidated, among them Rasgeflb.
This gene encodes for a guanine nucleotide exchange factor of Ras-like GTPases, which control
the activation of signaling pathways important in the regulation of various metabolic processes
such as cell proliferation and survival. Although RasGEF1b expression occurs predominantly
in macrophages, it can be detected, even at lower levels, in other tissues such as the placenta.
The placenta is a crucial organ in the prenatal development of mammals, since it is responsible
for the maternal-fetal interface, a region of exchange of nutrients and respiratory gases.
Moreover, it is extremely sensitive to disturbances, and there is evidence that different genes
play critical roles on its morphofunctionality. Therefore, studying the placenta and reproductive
parameters of females lacking the RasGEF1b factor is a promising and novel way to investigate
the role of this gene on reproductive capacity. To this end, wild-type and RasGEF1b-KO female
mice were evaluated for reproductive parameters before and during gestation, at which time
their placentas were collected (gestational day 17.5) for histomorphometrical analyses.
RasGEF1b-KO females had similar estrous cycle and pregnancy rate to WT females (P>0.05).
Additionally, they showed fewer fetuses and resorptions (P<0.05). Fetuses from knockout
females showed similar biometrics to fetuses from WT females. However, placentas from
knockout animals showed biometric and histological differences, such as higher weight, smaller
diameter and efficiency, and a higher proportion of fetal vessels in the labyrinth and maternal
vessels in the junctional zone, thicker interheme membrane, and larger fetal vessels (P<0.05).
Our data demonstrate, in an unprecedented manner, the reproductive and placental alterations

arising from RasGEF1b factor deficiency in murine females.

KEY WORDS: knockout mice; rasgeflb; fertility; placenta; morphological characterization.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Animais nocaute sdo uma das classes de animais transgénicos, desenvolvidos para
estudos moleculares. Nessa classe, um gene ¢ deletado da sequéncia de DNA por meio de
ferramentas moleculares, dentre elas, o sistema Cre/LoxP, no qual o gene-alvo ¢ flanqueado
por sequéncias LoxP. Animais adultos que abrigam o gene flanqueado sdo posteriormente
cruzados com um animal que expressa a recombinase Cre de maneira tecido-especifica ou
ubiqua (Kim et al., 2018). A prole desse cruzamento expressara a recombinase Cre, possuindo
o gene-alvo flanqueado, que ¢ entdo eliminado do genoma, sendo assim nocaute para esse gene

(McLellan et al., 2017).

A tecnologia de animais nocaute ¢ a principal ferramenta utilizada para estudos
genéticos, especialmente para determinag¢do da fun¢do de um gene, dada a possibilidade de
investigar os efeitos morfofuncionais da delecdo de um gene especifico que essa técnica permite
(Navapbour et al., 2020). Diversos genes ja tiveram sua fun¢o elucidada, porém varios outros

se encontram parcial ou completamente incompreendidos.

Essa questao pode ter como complicador o fato de alguns tecidos ndo serem estudados
por ndo apresentarem alteragcdes Obvias ou aberrantes, ou por ndo estarem identificados como
alvos cléssicos da agdo da proteina codificada ou tecidos onde a expressdo do gene seja
predominante ou at¢ mesmo moderada (Rossant & Cross, 2001; Perez-Garcia et al., 2018).
Nesse contexto, em animais nocaute, cujos genes nao estao diretamente associados a fungao

reprodutiva, o sistema reprodutivo normalmente ndo se torna alvo de investigacdes cientificas.

O Rasgeflb ¢ um gene que codifica para uma molécula da familia dos fatores de troca
de nucleotideos guanina associados a Ras (GEFs, do inglés guanine-nucleotide exchange
factors), que atuam ativando Ras GTPases (como Rap2) (Yaman et al., 2009; Andrade et al.,
2010; Carvalho et al., 2019). Estas, por sua vez, sdo proteinas envolvidas na ativagdo de vias
de sinalizacdo de proliferacdo celular, sobrevivéncia, diferencia¢do, entre outros, como
organizacdo do citoesqueleto de actina, trafego de vesiculas e expressdo génica (Mitin et al.,
2005; Rojas & Santos, 2006; Vigil et al., 2010). Entretanto, a fungdo especifica da proteina
codificada por Rasgeflb ainda ndo ¢ conhecida. Esse gene ¢ expresso principalmente em
macrofagos, mas também éencontrado no sistema Nervoso e na
placenta de camundongos e humanos (http://biogps.org/#goto=genereport&id=320292,
acessado em 21/11/2022;



http://biogps.org/#goto=genereport&id=320292
http://biogps.org/#goto=genereport&id=320292
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3142:1454742_at,
acessado em 21/11/2022;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3113:131473, acessado em
21/11/2022).

A placenta ¢ um o6rgao vital para o desenvolvimento intrauterino de mamiferos, pois
estabelece uma interface entre o feto e a mae, sendo o local de trocas gasosas, de nutrientes e
substrato energéticos, além de receber as excrecdes do feto (Alvino, 2009; Vanderley &
Santana, 2015). Por ser tdo crucial para o desenvolvimento, ¢ um 6rgao extremamente sensivel
a disturbios ¢ & ma formagdo; em animais nocaute, por exemplo, quase 70% das delecdes
chamadas letais afetam direta ou indiretamente a placenta (Perez-Garcia et al., 2018). Portanto,
estudar como a placenta ¢ a capacidade reprodutiva podem estar alteradas em individuos
geneticamente modificados ¢ de extrema importancia para a compreensdo dos fatores
envolvidos no processo reprodutivo fisiologicamente normal, além de poder fornecer

informagdes valiosas sobre fun¢des génicas ainda desconhecidas.

Em sua revisdo de 2017, Hedge & Srivastava reportaram que animais nocautes para
diferentes genes apresentariam defeitos similares em processos celulares regulados por
integrinas. A partir disso propuseram, por exemplo, que integrinas estariam associadas a
patofisiologia de uma doenga congénita que causa cegueira total. Trabalhos como esta revisao,
dentre outros, podem auxiliar na elucidacdo ndo apenas da funcdo direta de um gene ou das
consequéncias de sua auséncia em um tecido especifico, mas também de mecanismos e vias

associadas a esse gene.

O grupo de pesquisa do Laboratério de Genes Inflamatdrios estuda animais nocautes
para o gene Rasgeflb de duas maneiras: com delecio completa mediada por CMV-Cre
(Rasgef1bfl/fl;CMV-cre), e com dele¢do tecido-especifica mediada por LysM-Cre
(Rasgef1bfl/fl;LysM-cre), cujo promotor induz atividade tecido-especifico de Cre em células
mieldides. Ao longo dos estudos do grupo e da manipulagao continua desses animais, notou-se
que a linhagem Rasgeflbfl/fl;,CMV-Cre demoravam a engravidar, além de suas ninhadas
possuiam poucos filhotes em comparagdo a linhagem Rasgef1bfl/fl;LysM-Cre e aos animais
WT. A partir de uma parceria com o grupo de pesquisa do Laboratério de Biologia Estrutural e
Reprodugao, decidiu-se investigar as fémeas dessa linhagem quanto a aspectos reprodutivos e
no contexto de gestagdo, a fim de encontrar possiveis esclarecimentos acerca dessa situagao.

Sendo assim, o intuito deste projeto € investigar pardmetros reprodutivos, bem como


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3142:1454742_at,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3113:131473,
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caracterizar e avaliar a morfologia da placenta de fémeas murinas nocaute ou nao para o gene

Rasgefl1b, e pardmetros biométricos de suas proles.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. RasGTPases e RasGEFs

A familia Ras ¢ uma das cinco principais familias da superfamilia Ras, uma familia de
proteinas GTPases pequenas (de baixo peso molecular, 21-30 kDa), que desempenham diversas
atividades celulares em quase todos os aspectos da biologia celular (Reiner & Lundquist, 2018).
Essas proteinas compartilham o dominio para GTPases, mas diferen¢as na sequéncia adjacente
determinam especificidade estrutural e, consequentemente, funcional. Devido a isso, essas
proteinas sao divididas em familias e subfamilias. Ras, Rho, Rab, Arf e Ran formam as familias,
que possuem cada qual subfamilias, com um nimero variado de membros (Wennerberg et al.,

2005).

Proteinas da subfamilia Ras estdo comumente associadas a proliferacao celular,
enquanto outras subfamilias realizam outras atividades, como adesao celular (Rap), dindmica e
morfologia do citoesqueleto (Rho), trafego na membrana (Rab), transporte vesicular (Arf),
dentre outras (Diez et al., 2011; Liu et al., 2018). Entretanto, por estarem associados a
crescimento e diferenciacdo celular, os genes da familia Ras também estdo no grupo dos
protooncogenes, genes relacionados ao desenvolvimento de tumores (Watari, 1995; Malumbres

& Barbacir, 2003; Diez et al., 2011; Stirkel et al., 2012; Simanshu et al., 2017).

Proteinas GTPases, como as da superfamilia Ras, estdo inativas quando ligadas a GDP,
e necessitam de enzimas que realizem a troca GDP-GTP a fim de que se tornem ativas para
realizarem suas atividades celulares. Para isso, ha uma classe de enzimas chamadas fatores de
troca de nucleotideos guanina (do inglés guanine-exchange factors, ou GEFs), fatores expressos
para ativar as proteinas GTPases (Cherfils & Chardin, 1999; Bos et al., 2007). Das varias
familias dessa classe, hd a familia das RasGEFs, especificas para RasGTPases por apresentarem
um dominio de motivo de Ras, chamado REM (do inglés Ras exchange motif) (Bos et al., 2007;
Vigil et al., 2010; van Dam et al., 2009). A interagdo entre Ras e RasGEF para a troca Ras-GDP
(inativa) para Ras-GTP (ativa) garante especificidade e ¢ regulada pelo balango entre GEFs e
GAPs, enzimas que realizam a troca inversa (GTP para GDP), retornando assim a RasGTPase
a sua forma inativa (Bos et al., 2007; Gloerich & Bos, 2011). Em tumores, esse balanco esta
desregulado (Coyle &Lim, 2016). A interacdo entre RasGTPases, GEFs e GAPs esta

representada na Figura 3:
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Figura 1: Interag@o entre RasGEFs e RasGTPases, demonstrando a conversao entre as formas

inativas e ativas da superfamilia Ras

RasGEFs sdo fatores de troca de nucleotideos guanina associados a proteinas Ras. Essas
proteinas agem como enzimas trocando a ligagdo de Ras-GDP para Ras-GTP, tornando a
proteina Ras ativa para realizar suas funcdes celulares. GAPs realizam a troca ao contrario,
inativando Ras. Baseado em Bos et al. (2007); Gloerich & Bos (2011). Criado em

BioRender.com

A relagdo de afinidade entre RasGEFs e RasGTPases ¢ cognata (Cherfils & Zeghouf, 2013),

o que se traduz em trés situacdes:

e Afinidade com alta especificidade entre um fator RasGEF e uma proteina RasGTPase
correspondente;
e Uma proteina RasGTPase que pode ser ativada por mais de um fator RasGEF;

e Virios fatores RasGEF que ativam uma mesma proteina RasGTPase.

O RasGEF C3G, por exemplo, ¢ um dos fatores da proteina Rap1, da subfamilia Ras (Ohba
etal.,2001). O fator RasGEF1b por exemplo interage com proteinas Ras (Andrade et al., 2010),
porém ativa Rap2 (Yaman et al., 2009; Carvalho et al., 2019), uma RasGTPase que ¢ também
ativada pelo fator RasGEF1a (Yaman et al., 2009) e pelo fator PDZ-GEF1, que também ativa
Rapl (de Rooji et al., 1999) (Figura 4).
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Figura 2: Representagao esquematica dos diferentes tipos de afinidades entre RasGEFs e

RasGTPases

RasGEFs podem ter alta especificidade a um RasGTPase ou ativar varias. Da mesma
forma, RasGTPases podem ser ativadas por apenas uma RasGEF ou por vérias. Baseado em

Yaman et al. (2009); Cherfils & Zhegouf (2013).
2.1.1. O gene Rasgeflb

Rasgeflb ¢ um gene conservado da familia de fatores de troca de guanina das proteinas
Ras (RasGEFs), encontrado no Cromossomo 5 em camundongos

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=320292%5Buid%5D), € no cromossomo 4 em

humanos  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/153020).  Esse  gene €&  expresso

predominantemente em macrofagos, e sua expressao pode ser também aumentada a partir da
ativacdo de receptores de membrana do tipo Toll (TLRs) e seus sinalizadores intracelulares,
como Myd88, e regulada por fatores de transcricdo como o NFkB (Ledo et al., 2020). O
estimulo que induz a expressdo do Rasgef1b pode provir de patégenos, como o Trypanosoma
cruzi ou de moléculas bacterianas como o LPS (Andrade et al., 2010; Leao et al., 2020). O fator
RasGEF1b possui apenas dois dominios caracteristicos da familia RasGEF: o dominio REM,
de motivo de troca de Ras, e o dominio catalitico RasGEF (que realizara a atividade de troca de
guanina) chamado CDC25 (Mitin et al., 2005; Rojas & Santos, 2006; van Dam et al., 2009;
Vigil et al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=320292%5Buid%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/153020
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Figura 3: Representagao esquematica do mecanismo de transcri¢do do Rasgeflb

O Rasgeflb ¢é expresso predominantemente em macrofagos, a partir do estimulo de
receptores de membrana como TLR2, que convoca sinalizadores como Myd88 para induzir
atividade de NFkB para regular sua transcricao. O fator RasGEF1b se localiza nos endossomos
iniciais da célula, com atividade para proteinas Ras, especificamente a Rap2a. Baseado em

Andrade et al. (2010); Carvalho et al. (2019); Ledo et al. (2020).

Embora outros genes de sua familia tenham sido elucidados e suas fungdes sejam
conhecidas, o Rasgeflb, especificamente, ainda ndo teve sua funcdo completamente
compreendida. Sabe-se que o fator codificado exibe atividade GEF especifica para Rap2
GTPase, mas ndao para Rapl ou outros membros da subfamilia Ras (Yaman et al., 2009;
Carvalho et al., 2019). Foi demonstrado que Rap2a possui acdo sobre a resposta imune em
macrofagos, modulando a ativagdo de NF-kB induzida por LPS (Carvalho et al., 2019), e além
de estar envolvida na citocinese (Telkoparan et al., 2013), também atua na mediacdo da
interacao de células com a matriz extracelular (Meng et al., 2018), e na regulagdo da adesao
celular, do estabelecimento da morfologia celular e da modulacdo sinaptica (Yaman et al.,
2009). As potenciais fungdes neurobioldgicas do fator RasGEF1b merecem especial atencgao,
uma vez que esse gene parece atuar sobre o sistema nervoso central, sendo sua auséncia

relacionada a disturbios no desenvolvimento cognitivo, como veremos a frente.

Os achados iniciais envolvendo esse gene o identificaram e caracterizaram em

macrofagos estimulados por mucinas e lipopolissacarideos bacterianos, estudando ociclo
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patogénico do Trypanosoma cruzi (Ferreira et al., 2002), e depois no sistema nervoso, em
células neurais e na retina por Epting et al (2007), com sua expressao génica alterada em animais
com diferenca de expressao de um gene a montante em estudos sobre o desenvolvimento neural
por Colasante et al. (2009) e aprofundados por Tao et al. (2019), tendo a regulacdo de sua
expressdo associada ao controle da migracdo interneuronal. Sua expressdo ¢ detectdvel em
macrofagos ndo estimulados e pode ser ainda aumentada por estimulos imunes inatos
desencadeados pela ativacdo do receptor Toll-like (TLR) exigindo o fator de transcrigdo NF-
kB para inducdo maxima (Andrade et al., 2010; Ledo et al., 2020). Em camundongos, sua
expressao parece ser mais abundante no cérebro e no bago, e ¢ aumentada ap6s infecgdes por
protozoarios (Andrade et al., 2010). Foi relatado que além do mRNA, um RNA circular
(circRNA) de RasGEF1b gerado através de back-splicing dos exons 2 e 4 ¢ detectavel e

induzido por LPS em macréfagos murinos (Ng et al., 2016).

Em 2010, Andrade et al. localizaram o RasGEF1b em endossomos de macréfagos,
estimulado nessas células in vivo e in vitro e interagindo com RasGTPase (Andreade et al.,
2010). Sua expressao e atividade em macréfagos ja foram observadas ndo apenas em infecgoes,
mas também em doengas cronicas do metabolismo, tendo sido identificado como um dos genes
de perfil pr6 inflamatorio e indutor de estresse oxidativo do transcriptoma global de animais

com esteatose hepatica induzida (Yang et al., 2017).

O Rasgeflb ¢ encontrado ainda na placenta. Nesse orgdo, o gene foi identificado em
células da decidua, sendo um dos genes que tiveram sua expressdo diminuida em tratamentos
para prevencdo de partos pré-termo, na combinagdo entre progesterona e a citocina pro-
inflamatoria IL-1f3; a expressdo de Rasgeflb foi encontrada 2.7 vezes reduzida na presenca
dessas duas moléculas (Okabe et al., 2014). O Rasgeflb foi também identificado com um dos
fatores potencialmente envolvidos na maturacdo de células linfocitdrias natural-killer (NK),
processo essencial para a imuno tolerancia e uma gestagao saudavel (Pan et al., 2022). Ademais,
analises conduzidas em plataformas de anotagao génica como o BioGPS (http://biogps.org) e

The Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org) indicam que o Rasgeflb se encontra

expresso, em diferentes niveis, em outros tecidos, como na placenta, com expressao detectavel
em células trofoblésticas (Jiang et al., 2009), além dos macrofagos e linfocitos. Arenas-
Hernandeset al. (2019) relataram que Rasgeflb era um dos genes relacionados a migracao
celular e resposta imune mais superexpressos em leucocitos residentes na decidua materna
comparados a leucdcitos circulantes nos vasos maternos, com grupo de leucécitos deciduais

expressando o gene 6.4 vezes mais que o grupo de leucdcitos circulantes.


http://www.proteinatlas.org/
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Assim como esse gene pode ser deletado do genoma de camundongos para estudos,
diversos estudos em humanos relacionados a auséncia do fator RasGEF1b ja foram realizados,
concentrando-se na area clinica, uma vez que sua delecdo ¢ parte de uma sindrome genética
chamada microdele¢do do 4g21, na qual o RASGEF1B e outros genes (entre dois e oito outros
genes, a depender do tamanho da delegdo) sdo erroneamente deletados do genoma, levando a
profundos prejuizos no desenvolvimento cognitivo e vocal (causando mutismo total ou parcial)
e no crescimento (Bonnet et al., 2010; Bhoj et al., 2013; Lebedev et al., 2016). Nos relatos ja
reunidos na literatura sobre essa sindrome, nenhuma consideracao ou observacao acerca do
status e desenvolvimento reprodutivo foi feita, o que sinaliza uma contribuicao valiosa do nosso

projeto para os estudos acerca desse fator.

Ademais, o fator RasGEF1b, assim como outros RasGEFs também sao alvo de interesse
de estudos terapéuticos contra o cancer, uma vez que sao expressos € atuam em células imunes.
Li et al. (2021) identificaram o RNA enhancer de Rasgeflb expresso em células de cancer de
mama e metastase em células 6sseas, além de coexpressdo desse enhancer com enhancers de
outros genes relacionados a atividade imune, indicando um possivel papel desses enhancers na
tumorigénese e na metastase, além de sugerir que o Rasgeflb possui sua expressdo aumentada

nessas células tumorais.

A fim de se estudar o gene Rasgeflb, animais nocaute para esse fator foram
confeccionados, por meio da técnica Cre-LoxP. Uma vez que essa técnica possui importancia
para estudos moleculares e possui também consideragdes quanto ao seu uso para estudos de
reproducdo, € necessario entender um pouco acerca dessa técnica, para que o objetivo desse

estudo seja atendido e a metodologia corretamente executada.
2.1.2. A recombinase Cre e o sistema Cre-LoxP

O sistema Cre/LoxP ¢ uma das principais técnicas de gene targeting desenvolvidas,
sendo amplamente utilizada por sua capacidade de gerar nocautescompletos e condicionais,
com a delecdo sendo expressa em um tipo celular, tecido ou regido especifica (Kos, 2004;

Wang, 2009; Shi et al., 2018).

O processo de dele¢dao via Cre/LoxP inicialmente envolvia a tecnologia classica da
engenharia de células-tronco embrionarias (CTE) que eram implantadas a blastocistos seguido
de transferéncia para tubas uterinas de fémeas, geracdo de animais quimeras e cruzamentos

sucessivos. A recombinase Cre, oriunda de bactérias, era purificada por meio de diversas
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técnicas e, por meio de um plasmideo, era injetada nas CTE implantadas ao blastocisto de
camundongos, gerando um animal quimera, cruzado endogamicamente para gerar
camundongos expressando a recombinase Cre. Em outra linhagem, um plasmideo contendo
duas regides LoxP era confeccionado e injetado em CTEs, flanqueando a sequéncia-alvo — a
qual se objetiva deletar — em conformacao cis, ou seja, dois lados da sequéncia-alvo na mesma
banda de DNA. Para uma delecdo completa, cruzava-se as quimeras contendo LoxP até que
ambos os alelos do gene-alvo estejam flanqueados. Posteriormente, era realizado um
cruzamento entre um individuo Cre e um individuo homozigoto contendo o gene-alvo
flanqueado por LoxP. A ninhada resultante desse cruzamento expressava assim Cre e possuia
a sequéncia-alvo flanqueada, permitindo que duas moléculas Cre interagissem com cada regiao
LoxP, agindo como uma “tesoura molecular”, clivando uma das regides LoxP e criando um
corddo com o DNA contendo a sequéncia-alvo, que era retirada (Figura 2). Esse processo pode
ocorrer durante G2, na interfase do ciclo celular, logo nas primeiras divisdes celulares do zigoto.
Sendo assim, os individuos nascidos do cruzamento Cre x LoxP nascem com o gene-alvo
deletado em todas as células do organismo, sendo classificados como nocaute (KO) para tal
(Ghosh & Duyne, 2002; Brault et al., 2007; Bouabe & Okkenhaug, 2015; McLellan et al.,
2017).

LoxP LoxP

Gene-alv

cre
S
LgxP  LewP -

Gene-alv Gene

Figura 4: Representagdo esquematica do cruzamento entre um individuo Cre e um individuo homozigoto,

contendo o gene-alvo flanqueado por LoxP, para obtengdo de animal nocaute
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Um camundongo que expressa a recombinase Cre e um camundongo que possui o gene-
alvo flanqueado por LoxP sdo cruzados. O fruto desse cruzamento ¢ um camundongo nocaute,
pois possuindo Cre e o gene-alvo flanqueado, permite que a recombinase atue interagindo com
os sitios LoxP, “cortando” para fora da sequéncia de DNA o gene-alvo. Baseado em; Bouabe

& Okkenhaug (2015); McLellan et al. (2017). Criado em BioRender.com

Embora o sistema Cre/LoxP tenha inicialmente realizado delegdes completas, ao longo
do tempo essa técnica foi aprimorada para maior eficiéncia e uso para deletar genes em modo
tecido-especifico. A partir da década de 1990, técnicas suplementares de engenharia
condicional foram aplicadas ao sistema Cre/LoxP (Rossant & Nagy, 1995), permitindo delegdes
em tipos celulares especificos, além de delegdes com controle espacial e temporal, seja com o
uso de “interruptores” moleculares de Cre, fArmacos que interagem com a recombinase ou
promotores ligados a Cre que induzem sua ativagdo apenas em células especificas (Utomo et

al., 1999; Branda & Dymecki, 2004; Kim et al., 2018).

A proteina Cre ndo precisa de co-fator para agir no DNA, podendo causar
recombinagdes aleatorias (Brault et al., 2007), e até mesmo apresentar atividade citotoxica,
estando associado a queda na proliferagdo celular (McLellan et al., 2017). Apesar disso, a
técnica Cre/LoxP continua sendo confiavel e pratica para produzir animais nocaute para estudos
de funcdo de genes e para criagdo de modelos de patologias humanas. Além disso, o
camundongo geneticamente modificado representa um excelente modelo animal para estudos

moleculares, pela sua proximidade filogenética ao ser humano (Brault et al., 2007).
2.2. Fertilidade feminina e placenta

2.2.1. Aspectos gerais

r

O sistema reprodutor feminino dos mamiferos ¢ composto por 6rgdos internos e
externos que sincronizam sua atividade ciclica via hormodnios provenientes da hipdfise e dos
proprios 6rgaos reprodutivos. Tal sincronia ¢ fundamental para garantir o bom desenvolvimento
sexual da fémea, a producao, maturacao e liberagao adequada de gameta(s) com qualidade para
uma boa fecundagao, o sucesso da implantagdo e invasao do endométrio pelo embrido e o
desenvolvimento adequado da placenta, dando origem a fetos saudaveis. A importancia desse
sistema ¢ indiscutivel, considerando que seu funcionamento ciclico demanda uma constante
renovagao tecidual e alta dindmica de autorregulagdo endocrina (Dangelo and Fattini, 2002;

Costanzo, 2015; Ross, 2016).
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Dentre os 6rgdos internos do sistema reprodutor feminino, destacam-se ovario, utero e
placenta, foco deste estudo. Tal destaque deve-se ao fato de serem os principais participantes
da gestagdo e por regularem a estrutura e a atividade um do outro diretamente. Falaremos

brevemente sobre ovario e ttero e depois aprofundaremos sobre a placenta.

O ovario ¢ a gonada feminina, responsavel pela formacao e maturacao dos foliculos que
produzirdo e liberardo o o6cito maduro (foliculo de Graaf), além de produzir os horménios
estrogeno e progesterona, cruciais para o ciclo reprodutivo da fémea (menstrual em humanos,
estral em murinos). Sua atividade ¢ induzida pelos hormdnios hipofisarios foliculo estimulante
(FSH) e luteinizante (LH), responsaveis pela produ¢do e maturacdo dos foliculos,

respectivamente (Dangelo and Fattini, 2002; Costanzo, 2015).

O utero ¢ um 6rgdo ligado a vagina pela cérvix e aos ovarios pelas tubas uterinas. Com
o formato de Y em camundongos, esse 6rgao possui trés camadas, sendo o endométrio a mais
interna e a responsavel por alojar o(s) o6cito(s)fecundado(s) para o prosseguimento da gestacao.
Da invasao do endométrio forma-se a placenta, 6rgdo tempordrio crucial para o

desenvolvimento fetal em mamiferos (Dangelo and Fattini, 2002; Ross, 2016).
2.2.2. O ciclo reprodutivo em fémeas

O ciclo reprodutivo de fémeas murinas ¢ chamado estral, com dura¢do média de 4-5
dias e ¢ composto por quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro, com duracdes que vao
de aproximadamente 12 a 48 horas, a depender da fase. Proestro e estro compdem a fase
folicular do ciclo, caracterizada por altos niveis de estrégeno e pelo alto desenvolvimento
folicular que culmina na liberagdo do odcito. J& mestaestro e diestro compdem a fase lutea do
ciclo, na qual o endométrio esta receptivo ao blastocisto, os niveis de estrogeno diminuem e os
de progesterona aumentam gradualmente devido a formacao do corpo liteo no ovario. Apesar
de diminuidos os niveis, o estrégeno também participa da promogdo da receptividade uterina
ao blastocisto (Hong & Choi, 2018). Caso ndo haja fecundacdo, o ciclo retorna para a fase
folicular (Wang & Dey, 2006; Croy et al., 2014). No estro, a fémea fica receptiva ao macho, e
a copula bem-sucedida pode ser detectada por meio do chamado “plugue vaginal”, formado a
partir da coagulagdo do sémen na entrada da vagina da fémea (Pang et al., 2014); na ocasido da
observagao do plugue, considera-se dia gestacional (DG) 0.5. Nesse caso, ou seja, havendo
fecundacdo, o ciclo ¢ interrompido e o epitélio endometrial ¢ preparado para receber o

blastocisto (Dey et al., 2004; Croy et al., 2014).
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2.2.3. A placenta
2.2.3.1. Formacgao e morfologia placentaria

O zigoto formado a partir da fecundagao do 6ocito sofre diversas clivagens e rearranjos
celulares enquanto ¢ conduzido pelas tubas uterinas até o utero, se tornando moérula e logo
depois, blastocisto, no DG 3.5 em camundongos. O blastocisto ¢ caracterizado por uma camada
superficial de células, o trofoblasto, que engloba um aglomerado de células (embrioblasto) e
um vacuolo preenchido por liquido, a blastocele. Assim sendo, o trofoblasto dard origem a
placenta, e o embrioblasto, ao embrido (Sutherland, 2003). Entre os dias gestacionais (DG) 4.5
e 7.5, periodo chamado de “janela de implantacdo” (Wang and Dey, 2006), o blastocisto se
aproxima do endométrio, ocorrendo uma interacdo molecular que permitird a invasdo do
blastocistono ttero, mediado por moléculas de adesd@o como integrinas e outras proteinas, que
se reconhecem na membrana dos trofoblastos e das células epiteliais do endométrio (Modi et

al., 2012; Chen et al., 2021).

O processo de implantagdo possui trés etapas: Primeiramente com Aposicao, na qual o
blastocisto entra em contato fisico com o epitélio endometrial; em seguida a Adesdo, na qual
células e matriz extracelular se reconhecem por meio de moléculas de superficie e sdo
integradas para que a terceira etapa, Invasao, finalmente se inicie (Wang & Dey, 2006; Chen et
al., 2021). A invasdo € o processo pelo qual as células do trofoblasto degradam o endométrio
materno por meio de enzimas para nutrir o embrido, levando ao rearranjo vascular no
endométrio e induzindo a decidualizagdo do mesmo, processo importante para a organizagao
da porcdo materna da placenta, regido na qual a maioria das células imunes da placenta se
localizardo (Pan et al., 2022), e ¢ de 14 que se inicia o desenvolvimento vascular placentario e
o abastecimento sanguineo para o feto (Ashkar et al., 2000; Dey et al., 2004). Com o
estabelecimento da interface materno-fetal e o desenvolvimento da decidua e da placa
coridnica, a placenta se forma completamente no DG 11.5. A partir dai, cresce em volume e

atinge seu tamanho maximo entre os DG 17.5 e 18.5 (Coan et al., 2004; Croy et al., 2014).

A formagdo desse 6rgdo temporario, embora semelhante entre humanos € murinos,
apresenta algumas diferencgas quanto a processos envolvidos na implantagdo e na estrutura final
da placenta. Em humanos, na implantacdo do blastocisto o trofoderma se diferencia em
citotrofoblasto, células uninucleadas na parede do blastocisto e sinciciotrofoblasto, formado por

c¢lulas multinucleadas que envolverao o embrioblasto. Ambos os tipos celulares participam
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ativamente da invasdo do endométrio, que ao final da implantagdo encobrird todo o feto e seus
anexos. O citotrofoblasto degrada a matriz endometrial que cede espaco ao crescimento do
sinciciotrofoblasto, de onde surgem lacunas semelhantes a vacuolos que dardo origem as
vilosidades coridnicas pela atividade de angiogénese. Em camundongos, a invasao do epitélio
endometrial ¢ feita pelas células trofoblasticas gigantes primarias (CTGp) (Croy et al., 2014;

Ross, 2016).

A morfologia da placenta varia entre os mamiferos eutérios, de maneira a atender as
demandas nutricionais de determinada espécie. Suas caracteristicas macroscopicas (anatomia),
e microscopicas (estrutura, padrao de vascularizagdo e tipode interdigitacdo) mudam de uma
espécie para outra. Em humanos e roedores, por exemplo, a placenta ¢ discoidal e coridnica,
uma vez que a interface materno-fetal ocorre em uma area circular delimitada. A placentagao
de humanos e murinos € ainda caracterizada por um contato direto entre o sangue materno e os
trofoblastos da barreira materno-fetal, classificando essa placentacdo como hemocorial (Burton

et al., 2006; Fowden et al., 2015).

Histologicamente, a parte mais distante do feto ¢ chamada decidua materna ou basal,
formada por células endometriais com atividade enddcrina e células imunes, como as natural-
killers uterinas (uUNKs), com fun¢do imune e angiogénica (Faas & Vos, 2017). A vascularizacao
materna sai da decidua em dire¢do ao labirintotrofoblasto no formato de artérias espiradas
envolvidas pelas células trofoblésticas gigantes de canal (CTG-C) (Croy at al., 2014; Figura 6).

A partir da decidua, esse 6rgao possui trés regides em camundongos e duas em humanos:

e Zona Juncional, regido avascular, porém atravessada pelos vasos que parte da decidua
para o labirinto, formada pelas células trofoblasticas gigantes parietais (CTG-P) e pelo
espongiotrofoblasto, tecido de reserva de glicogénio, possivelmente uma reserva
energética para contextos de alta demanda energética, como no periodo final da gestacao
(Tunster et al., 2020). Essa regido ndo ¢ encontrada na placenta humana, que possui
apenas uma camada de células citotrofoblasticas, nas quais se encontram as reservas de
glicogénio, delimitando a decidua e o labirintotrofoblasto (Coan et al., 2006).

e Labirintotrofoblasto, camada mais espessa, na qual ocorrem as trocas sanguineas entre
feto e mae. Esta regido ¢ formada por tecido materno e por tecido fetal, e as trocas
ocorrem numa rede de capilares que funcionam como barreira entre o sangue materno
jorrado da zona juncional e o sangue fetal contido em canais envolvidos por células

trofoblasticas gigantes sinusoidais (CTG-S), que com mais trés células (Synt I ell e



29

células endoteliais) formam a membrana interheme. Essa membrana ¢ a barreira e ponte
entre sangue materno, com hemacias pequenas e anucleadas, e sangue fetal, com
hemacias grandes e nucleadas. O labirinto € uma regido dindmica, que cresce mesmo
ap6s afinalizacdo da placenta madura devido a crescente demanda nutricional e
energética ao longo da gravidez (Coan et al., 2004; 2005).

e Placa coridnica, a camada basal da placenta, na por¢ao fetal, que se conecta ao corddo

umbilical e conduz a circulagdo fetal (Croy et al., 2014; Ross, 2016).

Artéria espiralada

Decidua basalis
Zona juncional
Labirintotrofoblasto

Placa corionica

Figura 5: Representacio esquematica das camadas placentarias (Felicioni, 2019)
A placenta murina possui quatro camadas, a partir da Deciiua basalis ou materna, a zona juncional, o
labirintotrofoblasto ¢ a placa coridnica, de onde sai o corddo umbilical. Células trofoblasticas se diferenciam

para formar os diversos tipos celulares achados pela placenta, cada qual com sua fungéo.

Por ser um 6rgdo temporario e dindmico, a placenta necessita de um balango altamente
regulado de processos celulares que garantam sua homeostase ao longo do desenvolvimento
fetal, como a angiogénese, crucial para a manutencdo e sucesso da gestacdo (Reynolds et al.,
2010), sendo importante de tal modo que tipos celulares todas as camadas da placenta produzem
fatores angiogénicos, de células trofoblasticas a células imunes (Plaisier et al., 2007; Faas &
Vos, 2017). Outros processos celulares também sdo importantes para a manutencdo da
homeostase placentaria, como a proliferagao celular (Unek et a., 2017), regulada por KI67,
presente durante o ciclo celular atuante na movimentacao e distribuicdo da cromatina, na
manuten¢do da integridade dos cromossomos e no processamento de RNAr (Sun & Kaufman,
2018), amorte celular por apoptose, processo regulado por Caspases € que ndo induz resposta

inflamatéria (Carvalho, 2007), e a autofagia, processo catalitico de reciclagem celular de
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componentes celulares a partir de estimulos intracelulares ou ambientais (Oh & Roh, 2017),
atuante também na mediagdo do crosstalk com apoptose na placenta e na regulagdo da
imunidade nata e adquirida e do crosstalk imune materno-fetal (Bildirici et al., 2012; Zhao et
al., 2020; Carvajal et al., 2021). Juntos, esses processos mantém um desenvolvimento regulado

desse 6rgdo.
2.2.3.2. Imunidade placentaria e macrofagos

O crosstalk materno-fetal ¢ de grande importancia para o desenvolvimento fetal, uma
vez que a gravidez gera resposta inflamatéria e o estabelecimento da imunotolerancia em
equilibrio com a defesa do organismo ¢ crucial para o prosseguimento adequado da gravidez
(Negishi et al., 2018). As principais células imunes presentes na placenta sdo as natural killers,
as células dendriticas e os macrofagos. As natural killer sdo as principais, sendo diferenciadas
no processo de imunotolerancia, perdendo sua atividade citotoxica e apresentando atividade

enddcrina, sintetizando citocinas e fatores do crescimento.

Os macrofagos representam cerca de 20% das células leucocitérias na decidua, e estdo
em sua maioria regulados na conformagao M2, também produzindo citocinas e participando da
reciclagem celular. Ambos os tipos celulares possuem func¢do angiogénica na placenta, sendo
as uNK envolvidas na regulacdo da invasdo trofoblastica. Os macrofagos estao presentes no
miométrio murino, € um dos seu subtipos (Mrcl), envolvido com angiogénese e remodelagao
vascular, aumenta em numero drasticamente no processo de decidualizagdo, senso importante
participante da implanta¢do ao regular a formacao das artérias espiraladas (Erlebacher, 2013;

Faas & Voz, 2017, Negishi et al., 2018; Pan et al., 2022).

Ao longo do desenvolvimento da placenta, populacdes de macrofagos de origem
materna povoam o labirintotrofoblasto, com fun¢do angiogénica e de imunotolerancia.
Entretanto, o feto também produz uma classe de macréfagos, chamada células de Hofbauer,
que se localizam nos vasos fetais, com fun¢@o angiogénica e de desenvolvimento da imunidade
inata, além de serem responsivas a estimulos em receptores de membrana do tipo Toll (Thomas

et al., 2021; Freyer et al., 2022).
2.2.3.3. Importincia biolégica da placenta e crescimento fetal

A placenta ¢ um O6rgdo vital no desenvolvimento intrauterino de mamiferos, pois

estabelece uma interface entre o feto e a mae, sendo o local de trocas gasosas, de nutrientes e
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substrato energéticos, além de receber as excre¢des do feto (Alvino, 2009; Vanderley &
Santana, 2015). Esse 6rgdo temporario também funciona como barreira protetora do feto contra
patogenos e toxinas, além de possuir fungdo endocrina, uma vez que sintetiza hormoénios
importantes para a adaptacao fisioldégica materna, promovendo manutencdo adequada da
gestacdo e do desenvolvimento fetal (Ross, 2016; Tunster et al., 2020). A importancia da
interface materno-fetal ndo estd s6 na funcdo da placenta; seu desenvolvimento esta
intimamente atrelado ao desenvolvimento fetal, e genes importantes para a estrutura placentaria

também sdo determinantes em diversas estruturas fetais (Rossant & Cross, 2001).

A partir do momento em que a placenta ¢ formada, sua nutrigdo é proveniente da
placenta, e é por meio desse 6rgdo que o feto interage com o organismo materno (Burton &
Fowden, 2015). O aporte sanguineo placentirio adequado ¢ crucial para o pleno
desenvolvimento do individuo, que cresce de maneira proporcional e saudavel (Salam et al.,
2014), uma vez que o crescimento fetal possui alta demanda por ser tdo rapido e regularizado
(Hoffman et al., 2021). Diversos distarbios metabdlicos e retardos no crescimento
morfofisioldgico possuem origem placentaria, como a Restricao Intrauterina de Crescimento
(RIUC), que, por insuficiéncia placentdria causada por ma formacdo, lotacdo intrauterina,
dentre outras, induzem a reprogramacao fetal e consequentemente causam alteragcdes cronicas
para o feto, que perduram na vida pos-natal com consequente predisposicao a doengas cronicas
e disfungdes metabodlicas, como baixo peso ao nascer e crescimento retardado, sindrome
metabodlica, sobrepeso, diabetes tipo 2 e outros (Ross & Desai, 2013; Sharma et al., 2016; Sun
et al., 2020). Além disso, problemas placentdrios induzem a doengas que comprometem a

gestagdo e a viabilidade fetal, como pré-eclampsia e diabetes mellitus (Unek et al., 2017).

As atividades realizadas pela placenta garantem ndo s6 sua sobrevivéncia como também
seu desenvolvimento adequado, mesmo em contextos adversos. Um estudo realizado por
Guillemot et al. (1994) demonstraram a capacidade de uma placenta saudavel de manter fetos
com condi¢des genéticas letais, recuperando parametros de seudesenvolvimento. A placenta
também redireciona nutrientes para o feto e o protege de sobrecargas nutricionais, mantendo
seu crescimento normal, como demonstrado por Shrestha et al. (2022), estudando a relagdo
entre individuos com diferentes niveis de expressdo de adiponectina e dieta normo ou

hiperlipidica.

Embora a placenta possua capacidade de manter o feto mesmo em condigdes

prejudiciais ao desenvolvimento e protegé-lo de agentes nocivos, por ser tdo crucial ao
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desenvolvimento fetal, esse orgdo também ¢ extremamente sensivel a disturbios genéticos
(Rossant and Cross, 2001). Malformacao e/ou ineficiéncia em alguma das atividades que a
placenta realiza podem gerar consequéncias fisiologicas permanentes para o feto ou até mesmo
inviabilizar seu desenvolvimento, levando ao aborto, e diversos estudos vém demonstrando
isso: hipdxia altera a expressdo do fator VEGF, levando a ma vascularizagdo na placenta e

também no feto, que morre (Kozak et al., 1997).

2.2.3.4. RasGEFs e vias ativadas por Ras no contexto reprodutivo e no desenvolvimento

placentario

As cascatas de sinalizagdo celular iniciadas pela familia Ras sdo cruciais para o
funcionamento adequado do organismo, portanto entender o papel que essas proteinas cumprem
no desenvolvimento placentario e na fertilidade feminina nos auxiliam a compreender melhor
os mecanismos de agdo dessas proteinas e a identificar possiveis problemas reprodutivos para

estuda-los.

Sabe-se que alguns RasGEFs pontuais estdo relacionados ao desenvolvimento
placentério, porém as informagdes sobre essas enzimas nesse o0rgao sao escassas. O RasGEF
Sos1 foi identificado como essencial para o desenvolvimento embrionario, por seu papel na via
de sinalizagdo de fatores de crescimento, levando a letalidade fetal no meio da gestacdo, ao
contrario do seu homologo Sos2, que nao cumpre papel do desenvolvimento embrionario
(Wang et al., 1997; Esteban et al., 2000). Luo et al. (2021) acompanharam a cinética de
expressdo génica ao longo do desenvolvimento placentério inicial de caprinos, e descobriram
as GEFs RapGEF1, 3 e 4, associadas a Rapl, apresentando aumento de expressdo, com
RapGEF3 quase dobrando a quantidade de mRNA presente no tecido no comeco da formagao
do orgdo. O estudo sugere um papel importante da Rapl na regulagdo do crescimento
placentario e de fun¢despotenciais de RasGEFs nos trofoblastos. Assim, aos poucos se comeca

a investigar essas enzimas no contexto reprodutivo.

A proliferacdo celular ¢ a principal atividade acionada pela sinalizacao partida das
proteinas Ras, e estd presente em diferentes aspectos da reproducdo feminina, como no
desenvolvimento folicular, ovulacdo e fun¢do lutea nos ovarios (Fan et al., 2012; Billhaq &
Lee, 2021), e no desenvolvimento embriondrio (Roperto et al., 2017). Uma proteina Ras foi
identificada na granulosa de foliculos ovarianos, envolvida com o desenvolvimento folicular

at¢ a ovulagdo; entretanto formas mutadas dessa proteina estavam associadas ao
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desenvolvimento de tumores ovarianos (Fan and Richards, 2010). Isso ¢ esperado, uma vez que
genes associados a proliferacdo celular sdo potenciais oncogenes quando desregulados em sua

expressao ou alterados em sua estrutura (Diez et al., 2011).

Na placenta, foco deste estudo, RasGTPases foram associadas a inibi¢do de apoptose, €
na promogao de proliferagdo celular de trofoblastos (Yang et al., 2006; Hambruch et al., 2010;
Liu et al., 2018). A proliferacdo e migracao celulares induzidos pela via de sinaliza¢do de Ras
sao importantes para o desenvolvimento placentario, e a via estd diminuida em problemas
reprodutivos como os que causam abortos espontaneos recorrentes inexplicados (Zhang et al.,
2021). A sobrevivéncia de células-tronco do mesénquima placentario ¢ de extremo interesse
ndo apenas para o desenvolvimento adequado do feto, mas também para estudos de terapia
regenerativa, que encontraram nessas células excelente fonte de mecanismos terapéuticos (Kim
et al., 2019). Outras atividades ativadas pela sinalizagao Ras também possuem importancia em
aspectos estruturais da placenta. A modulacao entre migracao e adesao celular em trofoblastos
¢ regulada por uma rede de sinalizagdo da qual Ras participa (Roseweir & Millar, 2012).
Ademais, a adesdo celular, crucial para que a implanta¢do ocorra de maneira correta e segura,
possui regulacdo da via de sinalizacdo Ras, aumentando a receptividade do endométrio e
facilitando o sucesso da implantagdo (Chen et al., 2021), possivelmente por meio de proteinas

Ras presentes no utero e reguladas por estrogénio (Hong & Choi, 2018).
2.2.3.5. Animais nocaute e placenta

A delegdo de um gene pode gerar efeitos secundarios ndo relacionados, dentre eles a
diminui¢cdo na fertilidade. Vasudevan et al. (2009) compararam, na mesma linhagem,
camundongos selvagem (WT) e nocaute (KO) para genes ndo relacionados a reprodugdo e
descobriram que em algumas linhagens a taxa de fecundacdo era at¢ 50% menor em
camundongos KO. O estudo ainda relata outros achados acerca de letalidade embrionaria, e
esperma anormal em animais transgénicos (Vasudevan et al., 2009 apud Covarrubias et al.,
1987; Magram & Bishop, 1991). Adicionalmente, o estudo comenta sobre impactos da
endogamia, muito presente em linhagens isogé€nicas e nocautes, sobre espermiogénese,
ovulacdo, e desenvolvimento embrionario (Vasudevan et al., 2009 apud Scott &Whittingam,

1996; Spearow & Barkley, 1999).

No estudo de Rossant & Cross (2001), diversos genes relacionados ao desenvolvimento

e a funcdo placentaria foram investigados, por meio de modelos animais transgénicos, €
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catalogados quanto ao aspecto placentario estavam relacionados, seja a vascularizagdo do
labirinto, a diferenciagdo do trofoblasto, dentre outros processos. Foi relatada também a intima
relagdo entre a genética placentdria e o desenvolvimento embrionario/fetal, em como a
formagdo da placenta influencia a integridade e o crescimento do organismo na gestacao e a
satde materna. Outros estudos com nocautes para genes placentarios foram realizados desde
entdo, para descoberta de fungdo e regulacao e elucidagdo de disturbios placentarios. Entretanto,
considerando a forte interacao entre desenvolvimento placentario e embriondrio/fetal, genes
que nao estdo diretamente relacionados a formacao e atividade da placenta podem alterar sua

estrutura e fungdo direta ou indiretamente (Rossant & Cross, 2001 Shi et al., 2004).

Cerca de um terco dos genes ¢ essencial para a vida, e suas delegdes resultam em
letalidade para o embrido em desenvolvimento (Brown & Moore, 2012; Dickinson et al., 2016).
Um estudo conduzido por Perez-Garcia et al. (2018) relatou que quase 70% das delecdes que
causam letalidade a partir do meio da gestagdo estavam relacionadas a dismorfias placentarias,
e que letalidade precoce estava sempre associada a malformacao placentaria severa. Ha uma
alta correlagdo entre problemas placentarios e formacdo irregular do sistema vascular e do
cérebro. Além disso, diversos genes que sdoessenciais para a vida participam também do

desenvolvimento do trofoblasto, por exemplo (Perez-Garcia et al., 2018).

Essa relagao indireta entre genes essenciais ou nao para a vitalidade e o desenvolvimento
placentario foi observada em outros estudos. A retirada do gene que codifica a aquaporina, por
exemplo, causou, além das ja esperadas disfungdes circulatorias e nefrologicas, alteragdes na
funcdo placentaria e no desenvolvimento embrionario, embora ndo leve a morte (Hua et al.,
2019). Kopec et al. (2021) demonstraram como a auséncia de diversos genes relacionados ao
metabolismo do ferro impactam o desenvolvimento pré-natal, no processo de implantagao e
placentacdo, e como isso se relaciona a letalidade que essas delegdes geram, assim como

Rantakari et al. (2008), estudando as consequéncias da dele¢do do gene HSD17B2.

A familia Ras ativa cascatas de sinalizacdo que efetuam proliferagao, diferenciagao e
sobrevivéncia celular (Colicelli, 2004). Delecao de alguns dos seus fatores de troca,
responsaveis pela sua ativagdo, causou letalidade embrionaria relacionada ao pobre
desenvolvimento e diferenciacdo trofoblastica nas camadas funcionais da placenta (Qian et al.,
2021), assim como delecao de proteinas upstream a proteinas Ras no complexo de sinalizagao,
e que a convocam mediante estimulo e que se ligam a ela, também geraram letalidade, por meio

da inibig¢do da sobrevivéncia celular e apoptose descontrolada (Yang et al., 2016), ou levar ao


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kope%C4%87%20Z%5BAuthor%5D

35

crescimento retardado, com consequéncias até o desenvolvimento pds-natal (Cianfarani et al.,
2007). Contudo, estudos presentes sobre as consequéncias da delecdo de algum membro da
familia Ras ou de algum de seus fatores e precursores na placentacao e desenvolvimento uterino

ainda sdo escassos.

Apesar da evidente importancia do estudo da placenta e de sua relagdio com o
desenvolvimento embrionario em animais nocaute, essa area de interesse tem sido
negligenciada em estudos moleculares, que em sua maioria ¢ focam apenas no embrido/feto,
ndo incluindo os tecidos extraembrionarios. Isso resulta numa identificagdo das possiveis
causas de letalidade drasticamente abaixo da realidade. Portanto, investigacdes placentarias
poderiam gerar um panorama completo da compreensao do papel de um gene especifico para o
desenvolvimento pré-natal (Cao & Fleming, 2016; Perez-Garcia et al., 2018; Kopec et al.,
2021).
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3. HIPOTESE

Este projeto trabalha com a hipétese de que a delecdo do gene Rasgeflb afeta parametros

reprodutivos de fémeas murinas, bem como o desenvolvimento morfoldgico placentario.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Investigar parametros reprodutivos e caracterizar a morfologia placentaria em fémeas gestantes

RasGEF1b-cKO.

4.2. Objetivos especificos

Sempre comparando fémeas do tipo selvagem (WT) e RasGEF1b-KO (KO), os objetivos

especificos foram:

Observar o ciclo estral, a durag@o de suas fases e sua propor¢ao;

Investigar a média de acasalamentos até prenhez por grupo;

Contabilizar o nimero de fetos/embrides viaveis e o nuimero de mumifica¢des nos sitios
de implantacao;

Realizar a biometria de placentas e fetos no periodo gestacional tardio pré-termo (dia
gestacional 17.5);

Avaliar, por meio de analises histomorfométricas, componentes estruturais placentarios.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Comité de ética

Este estudo teve seu protocolo submetido e aprovado pelo CEUA: 187/2021.
5.2. Animais e design experimental

Seis fémeas e trés machos C57BL/6 WT e seis fémeas e trés machos C57BL/6
RasGEF1b-cKO (Rasgeflbfl/fl;CMV cre) - nocaute para Rasgeflb, as fémeas a partir de 12
semanas ¢ os machos a partir de 15 semanas, foram selecionados aleatoriamente para analises
comparativas. Os grupos foram definidos a partir do perfil genético dos animais, sendo dois
grupos experimentais: selvagem (WT) e nocaute (KO). Os animais foram mantidos no biotério
de camundongos da Morfologia, situado no bloco N2-246, no ICB-UFMG, biotério com
sistema de ventilagdo moderno, com escapamentos de ar dispostos ao longo das prateleiras,
permitindo assim que os animais fossem mantidos em caixa aberta. As condi¢des dos animais
ainda incluiram agua e ragao ad libidum e regime de 12h claro/12h escuro. Os machos foram

mantidos em caixas separadas, mas as fémeas foram mantidas juntas em uma caixa.

Camundongos transgénicos contendo os alelos de Rasgeflb com a dele¢do em células
germinativas e somaticas (Rasgeflbfl/fl;,CMVcre; abreviados RasGEF1b-cKO) — todos em
background C57BL/6 — foram gerados por Silva e colaboradores (Laboratério de Genes
Inflamatorios, ICB/UFMG, Silva AM, 2022 — comunicacao pessoal). Os camundongos eram
monitorados regularmente quanto ao seu genotipo através de PCR a partir de DNA gendmico
obtido da cauda dos animais. Brevemente, o DNA obtido era usado como molde para a
amplificagdo da regido génica de Rasgeflb alvo da recombinagdo alélica provocada pela
recombinase Cre em reacdo de PCR contendo 2pmoles dos oligonucleotideos P1: 5°-
CCAAGAGCAGAGTGAAACATGC- 3’ e P4: 5°-AGGTGTGTAAATGGCCACTGAG-3’,
em reacao contendo tampao (PCR Buffer 10, Phoneutria), 1,5 mM de MgCI2 (Phoneutria), 0,2
mM de dNTPs (Invitrogen) e 1U de TagDNA polimerase (Phoneutria). As reagdes eram
incubadas em termociclador MyCyclerTM (Bio-Rad), com as seguintes condi¢des
termociclicas: desnaturacao a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por
30 s e 72°C por 2 min 15 s e extensdo final de 3 min a 72°C. Os fragmentos amplificados eram
fracionados emgel de agarose 1,5%, contendo 0,2 pug/mL de brometo de etideo (Sigma-

Aldrich). Os géis eram visualizados em transluminador de luz UV.
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Os camundongos selvagens (WT) foram obtidos do Biotério Central do ICB (bloco B3)
com seis semanas de idade, e foram mantidas no biotério da Morfologia para aclimatagao até
completarem 12 semanas, quando os experimentos da metodologia se iniciaram. Da mesma
forma, os animais nocaute (KO) foram transferidos do biotério de Experimentagdo para o
biotério da Morfologia, para aclimata¢do junto aos camundongos WT. Machos foram mantidos
separados, em caixas individuais (20x30x15cm), enquanto as fémeas foram mantidas juntas,
em caixas grandes (40x30x18cm), sendo uma caixa para fémeas WT e outra caixa para fémeas

KO.

O design experimental deste projeto foi concebido a fim de se cumprir todos os objetivos

especificos em trés etapas determinadas, como se pode observar na Figura 6.

WT
DG DG
0.5 17.5
) 55 105 155
N=6 Lavados vaginais Acasalamentos \ | il
12 semanas 2 semanas Estro Pesagens I Andlises
= Z ., , histomorfométrica:
Plugue vaginal Eutandsias

Figura 6: Design experimental do projeto
Fémeas de 12 semanas de idade, WT ou KO, tiveram seus dados e material coletados em 3 etapas, para se

atender aos objetivos especificos do projeto

5.3. Acompanhamento do ciclo estral e tentativas de acasalamento

Para a investigacdo do ciclo estral, as fémeas de ambos os grupos experimentais tiveram
a abertura vaginal lavada com 50ul de tampao fosfato (0,05M, pH 7,3), em movimento de
“flush” repetido. A obten¢do do lavado vaginal foi realizada diariamente por duas semanas
consecutivas, em dois horarios: pela manha (9-11h) e a tarde (15-17h). Os lavados foram entao
analisados ao microscopio optico para classificagdo das fases do ciclo. Ao final dos 14 dias,
uma tabela foi montada com a identificacdo das fémeas e o estidgio de cada turno de cada dia.
A contagem dos ciclos estrais considerou o inicio de um ciclo quando se observava um proestro
ou um estro, ¢ o final do ciclo um diestro. A Figura 7 demonstra as quatro fases do ciclo estral

analisadas.



39

METESTRUS DIESTRUS

Figura 7: Lavado vaginal de fémeas murinas (Croy et al., 2014)
O ciclo estral de camundongos consistem em quatro fases, marcadas pelos tipos celulares predominantes: A:
Proestro, com predominio de células epiteliais (esféricas e grandes). B: Estro, com predominio de células
cornificadas (em aspecto de “folha seca”). C: Metaestro, com células cornificadas e epiteliais e ainda com

leucocitos (esféricas e pequenas), e D: Diestro, com predominio de leucdcitos.

As tentativas de acasalamento foram iniciadas apos as duas semanas de analise de ciclo
estral. Na presenca de estro, a fémea era colocada, ao final da tarde, na caixa contendo um
macho de seu mesmo grupo, sendo assim os acasalamentos homozigéticos (macho WT x fémea
WT / macho KO x fémea KO). No dia seguinte, pela manha, a fémea era recolocada em sua
caixa original e a presen¢a de plugue vaginal (evidéncia de copula) era examinada. Com a
confirmagdo do plugue, considerava-se dia gestacional 0.5 e a fémea era entdo pesada
periodicamente até o dia da eutandsia, para que se certificasse de que a fémea estaria gestante
¢ a eutanasia ndo seria desnecessaria. Devido a observagao de que a linhagem RasGEF1b-cKO
apresentava ninhadas pequenas, além de maior dificuldade de prenhez, as datas dos

acasalamentos foram marcadas e depois as tentativas foram computadas. Esse foi um ponto
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critico do trabalho, uma vez que esse estudo se originou a partir da observacao desse fendmeno

na reproducdo dessas fémeas nocaute.
5.4. Procedimentos da eutanasia

As eutandasias foram definidas para o dia gestacional 17.5, pois € a fase na qual a
placenta, 6rgao principal deste estudo, estd em seu tamanho méximo, segundo Croy et al (2014).
Na ocasido da eutandsia, as fémeas foram previamente anestesiadas por meio de associagdo
entre xilazina e cetamina (8 mg/kg e 80 mg/kg, respectivamente) e apds alguns minutos,
eutanasiadas por meio de deslocamento cervical. Em seguida realizou-se laparotomia da
cavidade abdominal das fémeas, com exposi¢ao dos cornos uterinos. Estes foram dissecados,
sendo o numero de fetos e de mumificacdes (fetos em estdgio pds-implantagdo cujo
desenvolvimento foi interrompido, geralmente por baixa placenta¢do, e regrediram, por
reabsor¢ao, a uma pequena massa escura esférica coberta pelo tecido uterino) contabilizado, e
mensuradas as biometrias dos fetos (peso e comprimento cabeca-cauda) e das placentas
(diametro médio), tal como estabelecido nos objetivos especificos. Dos fetos foi obtido o
comprimento cabeca-cauda por meio do paquimetro digital. Utilizando balanga de precisao,
obtiveram-se 0s pesos corporais, € os pesos dos cérebros e dos figados para calculo da razao
peso cérebro/peso figado, indicador de crescimento fetal adequado. As placentas foram
pesadas, sendo obtidas, por meio de paquimetro digital, as medidas de didmetro (longitudinal e
transversal), para o célculo do didmetro médio. Além do peso absoluto, a relacdo entre peso
feto/ peso placenta foi obtida para calculo de eficiéncia placentaria, indicador de crescimento e

fun¢ao placentarias adequados.

Ao final do experimento, quando as seis fémeas de cada grupo ja haviam sido obtidas,
os trés machos de cada grupo foram eutanasiados, seguindo o mesmo protocolo da eutanasia
das fémeas. Seu peso corporal foi medido, e em seguida os testiculos foram expostos por
laparotomia na cavidade abdominal. Os testiculos esquerdo e direito foram coletados, pesados
e selecionados para andlises diversas: % fixado em paraformaldeido, para andlises de
imunohistoquimica; % fixado em glutaraldeido, para anélises histomorfométricas; "4 submerso
em RNA later por 24h e posteriormente mantido a -20°C, para analises moleculares; e 4

congelado a -20°C, para sonica¢do (contagem de espermatozoides).

5.5. Coleta de material biologico
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A placenta foi o 6rgdo de interesse desse estudo, pois analises in silico indicam que ha

expressado do RasGEF1b nesse orgdo (http://biogps.org/#goto=genereport&id=320292,

acessado em 21/11/2022;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3142:1454742 _at,
acessado em 21/11/2022;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3113:131473, acessado em

21/11/2022). Sendo assim, placentas foram coletadas de todas as fémeas, e fixadas em
Glutaraldeido 4% —metade das placentas -, ou Paraformaldeido 4% - metade restante das
placentas. As placentas foram seccionadas transversalmente ao meio para uma melhor
penetragdo do fixador. Apds 24 horas, os fixadores foram descartados e as amostras foram
armazenadas em tampao fosfato (0.05M — pH7.3), e mantidas a 4°C até o processamento para

confeccdo de laminas histologicas.
5.6. Processamento do material

As placentas fixadas em paraformaldeido foram desidratadas em propor¢des crescentes
de alcool, depois perfundidas com xilol e entdo incluidas em banhos parafina. Os blocos foram
seccionados em micrétomo semiautomatico a Sum de espessura com sec¢ao semi-seriada, com
intervalos de 5 cortes para a placentas. As secgdes transversais obtidas foram coradas em bateria
de coloracdo em Hematoxilina-Eosina, que consiste na retirada de parafina por banhos de xilol,
seguida da hidratagdo do corte por concentragdes decrescentes de dlcool e finalmente dgua, para
em seguida a coloragdo com hematoxilina, depois eosina, e posteriormente a desidratacdo do
corte por meio de banhos com concentragdes crescentes de alcool e por fim xilol, para adesao
ao meio de montagem. As laminas histologicas prontas foram entdo fotografadas para as
analises histomorfométricas. As placentas fixadas em glutaraldeido foram desidratadas em

proporcdes crescentes de dlcool, sendo posteriormente incluidas em resina glicol metacrilato.
5.7. Analises histomorfométricas placentarias

As laminas histologicas contendo cortes de placenta coradas em Hematoxilina-Eosina
foram fotografadas em microscopio acoplado a camera fotogratfica (OLYMPUS BX51 e camera
digital da Q-color 3), e as fotomicrografias para analises de propor¢ao volumétrica, espessura
da membrana interheme, diametro de vasos fetais e area de espacos sinusoidais e densidade
celular foram, com o uso do software QCapture, em aumento de 80x (40x da objetiva

multiplicado por 2x da projetiva da camera). Para a mensuracao de camadas da placenta, foi


http://biogps.org/#goto=genereport&id=320292
http://biogps.org/#goto=genereport&id=320292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3142:1454742_at,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3113:131473,
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utilizada lupa Zeiss Microscopy Gmbh (Konigsallee 9-210 acoplada a camera fotografica

(Axlocam 105 color) da Zeiss, no aumento de 1.65x, no laboratério de Sistematica Vegetal, no

ICB. Com as fotomicrografias obtidas, as analises foram feitas em notebook pessoal utilizando

o software ImagePro Plus. Os parametros avaliados foram:

Mensurag¢ao da area das camadas de interesse da placenta, a saber: zona juncional,
labirintotrofoblasto e placa corionica. A mensuracao foi realizada com fotomicrografias
em 1,65x de aumento, ampliadas com zoom. A calibragcdo foi feita a partir da régua
gerada pelo software da camera, e as mensuragdes foram feitas em ‘mao livre’ no Image
Pro Plus, e a identificagdo visual das camadas foi feita a partir das descrigdes
histologicas de Croy et al. (2014) e Ross (2016). Tomou-se por referéncia a presenca da

artéria central em pelo menos trés fotomicrografias por animal (Figura 7A);

Point-counting para determinar a propor¢do volumétrica das estruturas no
labirintotrofoblasto e no espongiotrofoblasto, com fotomicrografias em 80x de aumento
e ampliadas uma vez. A graticula possuia linhas verticais e horizontais com intervalos
de 110 e 130 um, respectivamente, totatlizando 110 pontos. Descartando-se os pontos

caidos em artefatos, estabeleceu-se as categorias:

o Labirintotrofoblasto: Espacos sinusoidais maternos, capilares fetais e
membrana hemato-placentaria. Analises foram feitas em oito fotos por animal

(Figura 7B).

o Espongiotrofoblasto: Células trofoblésticas gigantes ou endocrinas, células
produtoras de glicogénio e vasos sanguineos. Analises foram feitas em quatro

fotos por animal.

Mensuracao da espessura da membrana interheme, uma vez que sua espessura nos
fornece informagdes sobre a eficiéncia da troca materno-final (Montenegro & Filho,
2015). As analises foram realizadas ampliando as fotomicrografias duas vezes pelo
zoom, ¢ a espessura era medida no trecho mais delgado da membrana, utilizando-se a
ferramenta de ‘traco reto’ do software, que nos fornecia o comprimento mensurado

(Figura 7C);
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e Mensuragdo da area média dos vasos fetais, delimitados por células endoteliais, e
comparag¢do da quantidade de vasos de diferentes areas entre os grupos, para avaliar o
arranjo vascular dessas placentas. A area foi mensurada por meio da ferramenta ‘mao
livre’, a mesma usada para mensurar area das camadas, e foi feita em fotomicrografia
também ampliada em zoom. A mensuragdo observava a presenga de células endoteliais
delimitando o limen e a presencga de hemacias fetais, grandes e eletrodensas por ainda
possuirem nucleo, e foi feita apenas na delimitagdo do endotélio. Para a comparagdo de
quantidade de vasos de diferentes areas, categorias que abrangiam as menores areas €
as maiores foram estabelecidas em intervalos de 100 em 100 pm? inicialmente, e depois
com intervalos crescentes, sendo assim cinco categorias: 50-100; 101-200; 201-300;

301-500; 501-1000 um?>.

Figura 8: Analises histomorfométricas placentarias

Fotomicrografias de placenta para analises de caracterizagcdo morfologica. A: Placenta inteira em corte
transversal, vista em aumento de 1,65 vezes. Pode-se distinguir as camadas placentarias, que tiveram sua area

mensurada usando o software Image Pro Plus. B: Fotomicrografia do labirintotrofoblasto em aumento de 80
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vezes com graticula para a realizacdo do point-counting para avaliacdo de propor¢do volumétrica de
componentes placentarios. C: Fotomicrografia de labirintotrofoblasto (aumento de 80 vezes) ampliada com
zoom, possibilitando a mensurac¢@o da espessura da membrana interheme (MI), da area dos vasos fetais (VF),

além de observarmos com detalhes o espago materno (EM), onde o sangue jorrado se localiza.

5.8. Analises estatisticas

Todas as variaveis medidas foram testadas quanto a normalidade antes da analise, usando o
procedimento univariado do software Statistical Analysis System (SAS Institutelnc. 2003). Os
dados foram analisados em delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos
(animais WT e KO), com um animal por unidade experimental. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste T de Student. Nas tabelas e
graficos, os valores estdo representados como média + erro padrao da média e se considerou o

nivel de significancia como P<0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Observacao dos ciclos estrais

A Figura 9 exibe a propor¢ao de cada uma das quatro fases do ciclo estral em ambos os
grupos experimentais, além da propor¢do entre fase folicular, que corresponde a proestro e
estro, e fase lutea, que corresponde a metaestro e diestro. Os resultados obtidos mostraram que
o numero de ciclos, a propor¢ao das quatro fases absolutas do ciclo, bem como as fases folicular
e lutea foram semelhantes entre os grupos experimentais (P>0,05). Ambos apresentaram uma
média de trés ciclos completos no periodo observado (Tabela 1). Em relagdo a proporcao das
fases, a fase mais duradoura durante o periodo de andlise foi o metaestro, seguida pelo estro.
Embora o grupo nocaute tenha apresentado um periodo de diestro numericamente maior que o

grupo selvagem, tal diferenca ndo atingiu o nivel de significancia estatistica.
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Figura 9: Proporcao das fases do ciclo estral de fémeas WT e KO
Duragdo das fases do ciclo estral em fémeas WT (n=6) e KO (n=6) para o gene Rasgflb, apds acompanhamento
dos ciclos durante 15 dias por meio de lavados vaginais. A) Representacdo das fases do ciclo estral: lutea e
folicular. B) Representacdo detalhada das diferentes fases do ciclo estral: lutea (metaestro e diestro), folicular
(proestro e estro). A deleg@o do gene Rasgflb ndo afetou a duracdo do ciclo estral (P>0,05). * médias com

mesma letra na coluna ndo apresentam diferenga estatistica.

O ciclo reprodutivo de fémeas mamiferas ¢ altamente regulado por hormonios do eixo
hipofisario-pituitario-gonadal (Wang & Dey, 2006; Croy et al., 2014), e diversas condi¢des
podem alterar a regulacdo do ciclo, como administracdo de fArmacos, exposi¢do a cafeina ou
inducdo de stress cronico, dentre outros (Taylor et al., 2010; Mérici, 2017; Casillas et al., 2021).
Animais nocaute para fatores envolvidos na regulagdo de hormoénios atuantes na fertilidade
apresentaram disturbios no ciclo estral, como o fator de crescimento TGFf1, cuja deficiéncia

levou a extensao do ciclo estral e queda na ovulacio (Ingman et al., 2006).

O fator RasGEF1b foi identificado em corpos luteos de fémeas bovinas, estando
expresso durante o metaestro (formagdao do corpo luteo) e auséncia de expressdao durante a
regressdao do corpo lateo, sugerindo a participacdo do fator na proliferagao da glandula e na
regulacdo da sintese da progesterona (Lee & Lee, 2020). Entretanto, ndo havendo relatos na
literatura acerca da interacao entre RasGEFs e hormdnios gonadotropicos em murinos, nossos
resultados demonstram nao haver consequéncias da deficiéncia do fator RasGEF1b sobre esses

aspectos da fertilidade feminina.
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Figura 10: Lavados vaginais e plugue vaginal

Fotografias de A: estro e B: transigdo diestro-proestro, vistas em microscopio; e C: camundongo-fémea apds

acasalamento, apresentando plugue vaginal, evidenciado pelo quadrado preto
6.2. Parametros reprodutivos

Os parametros reprodutivos de acasalamentos e ninhadas, demonstrados na Tabela 1,
constituem o ponto critico deste estudo, uma vez que ele foi elaborado a partir da observagao
da dificuldade de fémeas RasGEF1b-cKO de emprenharem, e da pequena quantidade de
filhotes em suas ninhadas. De fato, a parte mais demorada desse trabalho de mestrado envolveu
o fechamento do n amostral do grupo KO, ja& que varias tentativas de acasalamento foram
necessarias para que aquelas fémeas emprenhassem. A partir da constatacao do plugue vaginal
acompanhava-se o aumento gradual de peso para confirmacdo da gravidez. Algumas fémeas
nocaute chegavam a apresentar aumento de peso nos primeiros dias, porém sofrendo drastica
reducdo de peso e retornando ao peso inicial inexplicavelmente. Apesar das colocagdes acima,
a média de tentativas de acasalamento nao diferiu entre os grupos (P>0,05); mesmo sendo

numericamente maior em fémeas nocaute, essa média ndo atingiu a significancia estatistica.

Em relagdo as ninhadas, entretanto, os grupos apresentaram diferengas marcantes entre

si (P<0,05), tendo o grupo WT uma média de 5.3 fetos por ninhada e pelo menos uma
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reabsorcao, ao passo que o grupo KO apresentou média de 1.3 fetos/ninhada e reabsor¢ao em

apenas uma das fémeas.

Tabela 1: Parametros reprodutivos de fémeas WT e KO

Grupos
Parametros WT(n=6) KO (n=6) Probabilidade
N ciclos estrais 3.2 132 2.8 0.3 NS
N® acasalamentos 20092 4.6 0.8 NS
N° fetos 5.3+ 0.6° 1,3+ 0,5® <0.,001
N°reabsorcoes ¥ B 01 +£0.38 <0.001

=b Meédias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica
NS: Nio significativo

A diminuicdo do tamanho de ninhada em fémeas RasGEF1b-cKO pode estar
relacionada a problemas em diversos pontos do ciclo reprodutivo. Considerando que os
cruzamentos foram homozigdticos (macho nocaute X fémea nocaute), distarbios na fertilidade
masculina ndo sdo descartaveis. Entretanto, nosso foco esta na fertilidade feminina, na qual os
principais eventos sdo ovulacdo, fecundagdo, implantacdo e decidualizagdo. A ovulagdo
adequada depende do pico de LH no proestro e de foliculos bem desenvolvidos que sejam
viaveis para a fecundacdo adequada. Considerando nossos dados acerca do ciclo estral e das
tentativas de acasalamento, ndo cremos haver algum distrbio hormonal afetando esses
processos. Entretanto, a foliculogénese e o desenvolvimento embrionario inicial (pré-
implantacdo) depende de fatores do crescimento e da regulacdo das vias de proliferagao celular,
vias as quais sdo iniciadas por proteinas ativadas por RasGEFs (Fan et al., 2012; Wendy et al.,

2006; Sargent et al., 2015).

Outro processo reprodutivo que poderia explicar a diminuicao do tamanho da ninhada
seria a implantagdo mal-sucedida. A implantacdo envolve vias de adesdo celular, das quais
RasGEFs e RasGTPases participam, e nocautes para varios genes apresentam problemas na
implantacao e decidualizagdo, levando a morte fetal e a menos filhotes na ninhada, como no
estudo de Pan et al. (2022). Entretanto, as fémeas RasGEF1b-cKO também quase nao
apresentaram mumificag¢des, que sdo perdas fetais pos-implantacdo, decorrentes de fatores

ambientais ou da lotac¢do intrauterina, dentre outras causas (Bolon et al., 2014). Portanto, se
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nossos animais nocautes apresentam menores ninhadas por ineficiéncia na implantagdo, esse
problema se manifesta no inicio desse processo, ndo havendo formacao de mumificagdes. Ainda
sobre mumificagdes, a presenca de pelo menos uma em todas as fémeas WT, que também
possuem maiores ninhadas, indica que essas fémeas possuem alta taxa de ovulacdo e de
fecundagdes bem-sucedidas, o que representa mais um indicativo para a investigagdo ovariana
desses animais, uma vez que constatada a presenca de fetos em ambos os grupos experimentais,

sabe-se que ha sucesso na implantagao.

Finalmente, ha ainda o fato de que animais nocaute possuem um desempenho
reprodutiva inferior ao de seus WT correspondentes, como testado por Byers et al. (2006) e por
Vasudevan et al. (2009), com alteragdes no tamanho da ninhada e na qualidade de gametas e

embrides.
6.3. Biometria de fetos e placentas

Apesar de ninhadas WT e KO possuirem nimero de fetos diferentes, em ambos os grupos os
fetos eram vidveis, estavam vivos € possuiam peso corporal, cerebral e hepatico, e comprimento
semelhantes (p>0,05), como mostra a tabela 2, o que indica que seu desenvolvimento foi

adequado.

Tabela 2: Biometria de fetos proveniente de fémeas WT e KO

Grupos
Parimetros WT (n=32) KO (n=9) Probabilidade
Comprimento (mm) 20.64 + 0.32 20.14 = 0.6° NS
Peso corporal (g) 0,96 £ 0.032 0.94+ 0.072 NS
Peso cérebro (g) 0.073 =0.,004% 0.077 = 0,01% NS
Peso figado (g) 0.05+ 0,003 0.057 £ 0,006 NS
Relaciao PC/PF 1.54+0.1° 1.55+0Q.22 NS

N5: Nio significativo

J& as placentas apresentaram diferencas interessantes entre os grupos. Placentas das
fémeas KO sao mais pesadas que as placentas de fémeas WT, menores em diametro e também

menos eficientes (p<0,05), como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3: Biometria de placentas de fémeas WT e KO

Grupos
Parametros WT (n=32) KO (n=8) Probabilidade
Peso (g) 0,139+ 0.0052 0,188 £ 0.01° <0,0001
Bixmciro medn 8,44+ 0,32 6.15+ 0.6 <0.01
(mm)
ST 6.98+ 0.3 5.21+ 0.5 <0001
placentaria

2b Médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica

Relacionando-se as biometrias fetais e placentarias, come¢amos a ter um panorama do
desenvolvimento desses animais. A placenta nocaute ¢ mais pesada, porém menos eficiente e
menor. Placentas mais pesadas apresentam eficiéncia menor, uma vez que indicam que ¢

necessario maior aporte placentario para o desenvolvimento adequado do feto.

A eficiéncia placentéria (EP) ¢ definida pela razdo entre peso fetal e peso placentario
(PF/PP). Quanto maior a eficiéncia placentaria, menor a placenta precisa ser para garantir o
crescimento do feto, o que ¢ um indicativo de aporte sanguineo eficiente. Baixa eficiéncia
placentérias esta relacionada a crescimento fetal restrito e a maiores taxas de morte fetal

(Longtine et al., 2011; Wilson et al., 1998).

O desenvolvimento fetal ¢ dependente da eficiéncia do aporte sanguineo placentario.
Distarbios em seu crescimento podem ser identificados pelo peso menor e pela relagio entre o
peso cerebral (PC) e o peso hepatico (PF). Os valores de PC/PF foram semelhantes entre fetos
WT e RasGEF1b-cKO, o que indica que o crescimento adequado para a idade gestacional em

ambos 0s grupos experimentais.

Somado aos dados apresentados, hé a observagao de que as poucas fémeas nocautes que
possuiam a partir de trés fetos por ninhada apresentavam fetos com pesos e comprimentos
menores. Portanto, pode-se sugerir que o desenvolvimento fetal adequado observado em
fémeas RasGEF1b-cKO ¢ decorrente da falta de competicio por nutrientes no ambiente
intrauterino, também uma das causas de crescimento fetal restrito (Souza et al., 2012). Por outro
lado, o fato de o grupo KO possuir baixa eficiéncia placentaria, e os fetos em menor quantidade
possuirem parametros biométricos semelhantes aos muitos fetos WT, cujas placentas sdo mais

eficientes, sugere que, proporcionalmente, os fetos KO sejam menores. Tal observagao se deve
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em fun¢do da auséncia de competi¢cdo entre demais fetos, sendo todos os nutrientes direcionados
a um ou dois fetos. Assim sendo, eles deveriam ser maiores. Como nido o sdo, os dados da
biometria de fetos suportam a baixa eficiéncia placentaria, fator que poderia ser prejudicial ao

feto caso sua demanda energética aumente.

6.4. Analises histomorfométricas placentarias

Figura 11: Fotomicrografias de placentas WT e KO

Fotomicrografias de placentas inteira em corte transversal, vista em aumento de 1,65 vezes. Pode-se distinguir as
camadas placentarias. Em (A) temos uma placenta provinda de fémea selvagem (WT), e em uma placenta
provinda de fémea RasGEF1b-cKO (KO). Nao ¢ possivel identificar nenhuma diferenga morfologica ou

histologica entre as duas nesse aumento

As diferentes regides histologicamente relevantes da placenta foram mensuradas quanto
a sua area, com resultados apresentados na Tabela 4. Todas as trés regides apresentaram area

semelhante em ambos os grupos experimentais (P>0,05). Entretanto, as proporgdes



51

volumétricas de Labirintotrofoblasto e Zona Juncional indicaram maior propor¢do de vasos
fetais e vasos maternos em placentas RasGEF1b-cKO, respectivamente (P<0,05), como

indicado na Tabela 5.

Tabela 4: Area das camadas placentarias de fémeas WT e KO

Grupos
Area (mm?) WT (n=5) KO (n=5) Probabilidade
Placa corionica 0.766 = 0,08* 0.968 0,082 NS
Labirintotrofoblasto 3824432 .40 NS
Zona Juncional 232+ 012 2,08+ 0,1* NS

NS: Nio significativo

Tabela 5: Proporgao volumeétrica de Labirintotrofoblasto e Zona Juncional de fémeas WT e KO

Grupos
Regiao Proporcao (%) WT (n=5) KO (n=5) Probabilidade
Membrana interheme 58.6x3.8* 50.6=3.8° NS
Labiriitotrofoblasto Espaco materno 342=x3.3* 284=x3.3° NS
Vaso fetal 7.0£2.42 152+ 2.4 0.04
Espongiotrofoblasto 0.06 = 0.1° 0.2x0.1% NS
NS
Espongiotrofoblasto 832+1.9* B80.6+19° NS
Zona Juncional CTG-P 5,52+1,32 282+1,32 NS
Vaso materno 11.2+1.52 16.6% 1,5° 0.03

=b Médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica
NS:Nio significativo
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Figura 12: Fotomicrografias de labirintotrofoblasto e zona juncional

Fotomicrografias aumentadas de regides diferentes da placenta. A: Labirintotrofoblasto, a interface materno-

fetal, e B: Zona Juncional, com espongiotrofoblasto e vasos maternos atravessando

Ademais, placentas nocaute possuem membrana interheme mais espessa e vasos fetais

maiores em relagdo a placentas WT (p<0,05), como pode se ver na Tabela 6.

Tabela 6: Espessura interheme e area de vasos fetais de fémeas WT e KO

Grupos
Parimetros WT (n=5) KO (n=5) Probabilidade
Espessura membrana lnterheme  , .o, o o6: 294+ 0,068 0,02
(um)

Area vaso fetal (um?) 2094+233= 286,2+23,3% 0.04
50-100 2,0+04= 1.0+ 0.4 NS
Quantidadede 101-200 §.0+1.1= 74+1,12 NS
vAsoSAE seardo 201300 52+1,00 3.6+ 1.0° NS

com as diferentes :
areas (um?) 301-500 2.24+0,6° 3.0£0.6° NS
501-1000 0.4 £0.62 1.6+ 0.6 NS

=b ©Médias com letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica
NS: Nio significativo

A propor¢do de células do espongiotrofoblasto, produtoras de glicogénio, nao foi

alterada em animais RasGEF1b-cKO, o que inicialmente ¢ um bom indicativo, uma vez que
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sdo reservas energéticas usadas em contexto de alta demanda, ndo suficientemente atendida
pelo aporte sanguineo (Tunster et al., 2020). Uma possibilidade de aprofundar as investigagdes
nessas células seria corar secgoes de placenta com PAS, que marca glicogénio, para analises de

conteudo dessas reservas, como realizadas pelo grupo acima citado.

A espessura da membrana interheme ¢ determinante na eficiéncia da troca materno-
fetal, e se adequa para atender as demandas energéticas do feto ao longo da gestagcdo (Coan et
al., 2005; Montenegro & Filho, 2015). A maior espessura na membrana interheme da placenta
nocaute ¢ um dado que se relaciona intimamente com a maior propor¢ao de vasos maternos
presentes na Zona Juncional e na maior proporcao e area de vasos fetais no Labirinto. H4 uma
grande remodelagdo vascular ocorrendo na placenta RasGEF1b-cKO, a fim de compensar a
dificuldade de trocas materno-fetais com a criacdo de maiores areas de contato entre o sangue
materno e a circulagdo fetal. Assim, pode-se inferir que o maior peso em placentas nocautes
vem da maior quantidade de sangue dentro do 6rgdo, uma vez que as areas das regides sao

similares e a propor¢ao da membrana interheme ndo ¢ alterada nesses animais.

O estudo de Rennie et al. (2012) demonstrou redu¢do na espessura da membrana
interheme em camundongos C57BL/6 em diferentes dias de gestagdo. Tendo esse dado em
mente, a espessura da membrana ser maior no grupo KO pode indicar que a placenta desses
animais ¢ imatura se comparada as dos animais WT. Isso poderia influenciar ndo s6 apenas o
aporte sanguineo adequado a demanda energética dessa fase, como levar ao nascimento tardio
desses animais, uma vez que o desenvolvimento aparenta estar lento, além do aumento das

chances desses filhotes nascerem com retardo no crescimento fetal.

O remodelamento vascular € importante para atender a demandas energéticas e ocorre
em contextos adversos nao s6 na placenta, mas em outros 6rgdos, como no figado, € no
organismo como um todo, como no fendomeno “brain-sparing effect”, em fetos acometidos por
RIUC (Cohen et al., 2015; Molina-Giraldo et al., 2019). Na placenta, alteragdes morfologicas
ocorrem no decorrer natural da gestagdo ou em resposta a necessidades estruturais para garantir
o desenvolvimento adequado do feto (Osol & Mandala, 2009). Contudo, considerando que a
eficiéncia placentaria ¢ baixa, e os poucos fetos possuem peso e comprimento similares aos
varios fetos WT, sendo proporcionalmente menores, ¢ possivel que esse remodelamento
vascular ndo seja suficiente para atender as demandas energéticas desse feto em estagios mais

avangados do desenvolvimento, prejudicando assim seu crescimento.
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Os dados encontrados sobre a morfologia placentdria nos fornecem um panorama
interessante do estado desse 6rgdo no dia gestacional 17,5, no limiar da gestagdo pré-termo. E
importante considerar que o desenvolvimento da placenta ¢ dindmico, e outras mudangas
estruturais ocorrerao em dias posteriores, o que sugere a relevancia de um estudo cinético, com
mais datas, a fim de se acompanhar o desenvolvimento dessa placenta nos diferentes estagios

da gravidez, desde sua formagao até sua estrutura no termo (Croy et al., 2014).

Adicionalmente, alguns aspectos da estrutura placentaria e de parametros reprodutivos
ndo possuem mecanismos claramente explicados e/ou relacionados a auséncia do fator
RasGEF1b. Sabendo-se que os animais nocaute foram obtidos por meio da técnica Cre-LoxP,
e que a recombinase ¢ sabidamente capaz de agir independentemente, sendo ponto sensivel de
estudos com animais transgénicos desse tipo (Brault et al., 2007; McLellan et al., 2017;
Chemerinski et al., 2022), ¢ necessario considerar se alguns dos resultados ou do contexto no
qual essa placenta se forma e desenvolve seriam possiveis efeitos da acdo de Cre. Se a
recombinase cria um ambiente de stress intrauterino, por exemplo, isso prejudicaria o processo
de implantagdo, diminuindo a quantidade de sitios bem-sucedidos, além da maturacdo da
placenta, atrasando seu crescimento e consequentemente o desenvolvimento fetal. Tal fato

precisa ser considerado.
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Figura 13: Esquema com os resultados encontrados Fluxograma do panorama geral da fertilidade de fémeas
murinas nocaute para o fator RasGEF1b, com dados sobre ciclo estral, ninhadas, fetos e morfologia placentéaria
conectados.
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6.5. Perspectivas

Considerando os achados inéditos do presente estudo, podemos avangar na investigacao
placentaria, em outros aspectos da morfologia, como nas analises protocoladas por Coan et al.
(2004), e também em aspectos morfofuncionais, como a angiogénese, regulada pelo fator
VEGF e seus receptores, cujo sistema possuem fun¢ao na vascularizacdo placentaria (Shibuya,
2013). Ademais, diante do papel que os macrofagos desempenham no estabelecimento e
manuteng¢ado da gravidez normal, incluindo remodelacao da artéria espiral e fun¢ao angiogénica,
fagocitose celular apoptotica e fungdes dos trofoblastos (Ning et al., 2016; Okabe et al., 2016)
nos leva a interrogar se serdo encontradas alteragdes na propor¢do de vasos fetais e vasos
maternos do labirintotrofoblasto e zona juncional, respectivamente, nas placentas de

camundongos fémeas Rasgef1bfl/fl;LysMCre.

Os proprios macrofagos sdo de interesse de estudo, uma vez que s@o o tipo celular que
mais expressa o gene, € uma imunohistoquimica que utilize um marcador especifico para essas
células, como o F4/80, também sdo de interesse. Entretanto, considerando-se que outros tipos
celulares placentarios também expressam o gene, utilizar marcadores especificos para o
RasGEF1b ou para a proteina que ele ativa (Rap2a) seriam de muito valor para a visualizagdo

da expresso e atividade do fator na placenta.

Uma vez que este estudo avaliou placentas em estado avangado de desenvolvimento e
identificou alteracdes em sua estrutura, possivelmente decorrentes de um ambiente intrauterino
estressado, que leva a uma maturacdo lenta da placenta, estudar o periodo da janela de
implantacdo (dia gestacional 4,5-7,5), para observar eventuais problemas na formacao e
desenvolvimento inicial da placenta faz-se necessario. Adicionalmente a placenta, pretendemos
estudar os ovarios dessas fémeas, a fim de expandir nossa investigagao sobre a fertilidade
feminina nas etapas pré-implantag@o. Pretendemos também estudar a fertilidade masculina, por

meio da contagem de espermatozdides e da caracterizagdo morfofuncional do testiculo.

Finalmente, estamos desenvolvendo uma linhagem nocaute para o fator RasGEF1b e
que também nao expresse a recombinase Cre como contraprova do nosso grupo controle, uma
vez que a recombinase pode agir de maneira independente, como ja abordado na revisdo de

literatura.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Camundongos fémeas deficientes do fator RasGEF1b apresentam ciclos reprodutivos
com funcionamento aparentemente adequado, com as fases bem definidas e reguladas e eventos
de acasalamento também dentro da média aceitavel. Contudo, essas fémeas possuem ninhadas
menores e auséncia de mumificagdes, o que nos leva a indagar o status ovariano desses animais

para uma melhor compreensao desses achados.

A morfologia placentaria ¢ sensivelmente alterada pela deficiéncia do fator RasGEF1b,
desde a sua biometria e eficiéncia até sua estrutura histoldgica, apresentando um extenso
remodelamento vascular tanto dos componentes maternos quanto fetais para garantir o
crescimento adequado dos poucos fetos que implantam no utero. Assim sendo, verifica-se
capacidade da placenta de priorizar o desenvolvimento fetal mesmo com a estrutura alterada.
Assim, sugerimos que a deficiéncia do fator RasGEF1b prejudica a estrutura placentaria, seu
desenvolvimento e sua fun¢do, comprometendo assim a capacidade uterina e o crescimento
fetal, embora os mecanismos pelos quais tais alteragdes ocorrem ainda precisem ser mais bem

elucidados.

Os achados dessa caracterizag@o placentaria, além de inéditos, fornecem novas vias de
investigacao da funcgdo ainda ndo explorada do gene Rasgeflb e de outras RasGEFs, em uma

area da pesquisa de animais nocaute ainda tdo ignorada.
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