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PERES, K. C. Transporte Placentario Via Cavéolas na Placenta de Bovinos
Clonados e Transgénicos. 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
Animal) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Dracena,
2013.

RESUMO - A utilizacdo da transgenia com a proteina fluorescente verde (GFP) como
marcador de células de origem fetal nas placentas de clones bovinos servira de modelo
inédito para estudo morfofisiol6gico e imunoldgico da interacdo materno-fetal, visto que
possibilitara o seu mapeamento, diferenciando as células fetais das maternas. Tal
modelo tera aplicacdo direta, principalmente porque estes sdo animais que apresentam
problemas em relagéo ao seu desenvolvimento. Com o auxilio deste modelo, pretende-
se verificar o transporte de substancias entre a méde e o feto via endocitose, pela
imunolocalizacdo das proteinas chamadas de caveolinas. Para tanto foram utilizados 06
bovinos clonados e 30 bovinos de inseminacao artificial (IA) com idade até 90 dias de
gestacdo, o0s quais tiveram seu desenvolvimento interrompido mediante abate
humanitario das receptoras e ovariosalpingohisterectomia, com posterior recuperagao
do utero gestante. Foram coletados os placenténios e o cério. Uma parte das amostras
foi recortada e fixada, por imersdo, em solucdo de parafolmaldeido a 4% ou
formoldeido a 10% em tampao fosfato de sédio (PBS) a 0,1M pH 7.4, solucdo de
Zamboni (4% de paraformoldeido, 15% de acido picrico, em tampdao fosfato de sodio a
0,1M pH 7.4), metacarn (60% de metanol, 30% de cloroférmio, e 10% de &cido acético
glacial), para verificacdo da morfologia e realizacdo de imuno-histoquimica para as
proteinas caveolinas -1 e -2 (CAV -1 e CAV-2). As caveolinas -1 foram localizadas nos
vilos fetais e maternos, mas sua marcacdo mais forte foi observada no estroma
endometrial. As caveolinas -2 tiveram marcacdo positiva no trofoblasto e membrana
corioalantoide, e, especificamente em célula trofoblastica gigante binucleada. Sendo
assim, os resultados mostram que a proteina CAV-1 teve uma maior expressao em
relacdo a proteina CAV-2 e que as proteinas CAV-1 e -2 sdo parte da composi¢ao das
cavéolas, sendo estruturas importantes e relacionadas com a transferéncia de
moléculas para o feto, realizando a nutricio do mesmo mediante endocitose e
pinocitose.

Palavras-chave: cavéola, caveolina, placentacéo, imunolocalizacéo.



PERES, K. C. Placental transport through caveolae in cloned transgenic placenta
cattle. 2013. Dissertation (Masters in Animal Science and Technology) — S&o Paulo
State University “Julio de Mesquita Filho”, Dracena, 2013.

ABSTRACT - The transgenic application of green fluorecent protein (GFP) as fetal cell
marker on cattle cloned placenta could provide an exclusive model for studying the
morphologic and immunologic maternal-fetal interactions, providing information about its
mapping, distinguishing the fetal from maternal cells. This model will have direct
application, mainly because these are animals that present problems during its
development. With this model's support, we intend to verify the substances transport
between mother and fetus during endocytocis, through the immunolocalization of protein
named caveolae. For these, we used 06 cloned bovine and 30 cattle samples of artificial
insemination (Al) with 90 days of pregnancy, which had been their development
interrupted by humanitarian slaughter of the recipient and recovery of the pregnant
uterus. We collected the placentome and the chorion. A part of the samples will be
cutted and fixed, by immersion, on a solution containing 4% of parafomaldehyde or 10%
of formaldehyde on a sodium phosphate buffer (PBS) at 0,1M pH 7.4, Zamboni solution
(4% of paraformaldehyde, 15% of picric acid, on sodium phosphate buffer 0,1M pH 7.4),
metacarn (60% of metanol, 30% of chloroform, and 10% glacial acetic acid), for
morphologic and immunohistochemistry verification for caveolinas proteins -1 and -2 ( -1
CAV and CAV- 2). The caveolinas -1 were found in fetal and maternal villi , but its
strongest staining was observed in the endometrial stroma . The caveolinas -2 had
positive staining in trophoblast and chorioallantoic membrane , and specifically in giant
trophoblastic binucleated cell . therefore the results were compared between cloned
cattle and from Al or natural mating, for assisting on detection of the reason of many
placental alterations, embryonic losses, spontaneous abortion, post-natal mortality and
large offspring syndrome on laboratory-manipulated animals. The result suggests that
the proteins caveolins -1 and -2 (CAV-1 and CAV-2) are part of the caveolae
composition and important structures related to the molecule transfer to the fetus,
nourish it through endocytosis and pinocytosis.

Keywords: caveolae, caveolin, placentation, immunolocalization.
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1. INTRODUCAO

Os bovinos das racas denominadas zebuinas apresentam-se como maioria na
pecuéria brasileira. Segundo Faria (2002), um dos principais grupamentos zebuinos é
representado pela raca Nelore. Introduzida no Brasil a partir do século XIX, é a raca
mais numerosa, destacando-se no cenario nacional pela sua utilizacdo quase que
exclusiva para a producao de carne (CUNHA, 2006), sua rusticidade, alto desempenho
reprodutivo, grande adaptabilidade ao clima tropical, resisténcia e facil manejo, tem feito
desta espécie a mais difundida no pais.

Neste contexto, torna-se importante, tanto em machos, como em fémeas, do
completo conhecimento do ciclo reprodutivo dos bovinos que é totalmente ligado a sua
morfologia, com finalidade de resolucdo de problemas observados tanto do ponto de
vista econbmico, como reprodutivo, podendo ser adequadamente, tratados e
diagnosticados (ANUALPEC, 2013).

A placenta das diversas espécies de animais representa o veiculo para trocas de
nutrientes entre a mée e o feto. Esta fonte de nutrientes pode ser hemotrofica, ou seja,
diretamente dos capilares maternos, ou histiotrofica, cuja nutricdo ocorre a partir de
secrec¢des das glandulas uterinas ricas em enzimas, citocinas, fatores de crescimento,
ions, tais como o ferro, hormdnios, glicose, proteinas de transporte e moléculas de
adeséo (GRAY et al., 2001a,b; CAZERTA, 2007).

Peter (2013) referiu-se a placenta bovina como um objeto para estudos. Ao
mesmo tempo, utilizou termos para descrever o seu desenvolvimento, morfologia,
componentes, funcéo e patologia. Muitos dos termos utilizados sao simples, alguns sé&o
dificeis de entender e usar, e outros sao antiquados e ndo pode ser cientificamente
precisos.

Durante varias décadas, diferentes grupos de pesquisa, buscando conhecer os
aspectos fisiologicos e embrionarios envolvidos na reproducdo e producédo animal, bem
como obter descendentes de animais geneticamente valiosos, estudaram a utilizacao
de um conjunto de biotécnicas reprodutivas como ferramentas para a realizacéo de tais
objetivos. Seguindo esta tematica, biotécnicas de ultima geracdo foram desenvolvidas,

em especial, a transferéncia nuclear (TN) ou clonagem. O principio da técnica redne-se
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em duas etapas: a primeira consiste na utilizacdo de odcitos como citoplasma receptor
apos o processo de enucleacdo, enquanto a segunda consiste em reconstruir o embrido
e transferi-lo para uma receptora sincronizada (PEREIRA e FREITAS, 2009).

A clonagem animal representa sem ddvida um dos maiores avancos obtidos até
hoje no campo da biotecnologia animal (MIGLINO, 2007).

Dentre as varias aplicacdes da técnica de clonagem, podem ser citadas aquelas
gue visam conhecer a interacdo nucleo-citoplasma na reprogramacdo nuclear. Além
disso, a transferéncia nuclear atende a programas de melhoramento genético, pela
multiplicacdo de animais com caracteristicas genéticas desejaveis. A técnica também
se apresenta como uma ferramenta para uso com técnicas de transgénese a partir da
utilizacdo de linhagens celulares que receberam genes especificos (BEHBOODI et al.,
2002), tornando-se uma alternativa viavel para a producdo de animais transgénicos
quando comparada aos métodos convencionais (ex.. microinjecdo pro-nuclear
(FREITAS et al., 2007a). Dessa forma, a transferéncia nuclear pode servir para a
producdo de animais transgénicos portadores de proteinas recombinantes que
auxiliariam em novas alternativas de tratamento em humanos (FREITAS, 2006;
FREITAS et al., 2007b).

Em nivel microscopico, € via placentdnio que a mde e o feto se comunicam,
utilizando mecanismos como a endocitose e a pinocitose para realizar a transferéncia
de nutrientes. A endocitose e a pinocitose sao realizadas mediante pequenas vesiculas
encontradas na membrana plasmatica da célula, relatadas por Anderson (1998), que se
caracterizam por invaginacbes na membrana plasmatica, que sado chamadas de
cavéolas.

Uma leitura dos dados da literatura revela que muitos tipos celulares apresentam
poucas cavéolas enquanto outros apresentam uma extraordinaria abundancia destas
microorganelas (FREITAS, 2008).

As caveéolas apresentam duas principais familias de proteinas, as cavinas e as
caveolinas. A caveolina apresenta trés isdmeros, sendo, caveolina-1, -2 e -3. Essas séo
responsaveis pela estruturacdo e definicdo da morfologia da cavéola. A caveolina-1 faz

parte do metabolismo de colesterol se ligando ao colesterol presente na cavéola e



ainda pode afetar o fluxo intracelular e extracelular do mesmo. a identificagdo de
estruturas caveolares tem ocorrido em numerosos tecidos (TRINCA, 2013).

Dentro do contexto descrito acima, este trabalho visa analisar a marcacao das
proteinas caveolina-1, -2 envolvidas no transporte de substancias transplacentarias,

mediante imuno-histoquimica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Placenta e Placentacao

s

A placenta € um 0Orgdo vital para a reproducdo, o estudo de sua estrutura
morfolégica macroscopica e histologica assume grande importancia pratica, pois
pesquisas nesta area podem fornecer subsidios para a intervencdo mais eficaz em
casos de patologias puerperais como: retencéo de placenta, natimortos, abortamentos,
distocias, falhas na implantacdo entre outras responsaveis pelo comprometimento do
desempenho reprodutivo e da lucratividade. Tais alteragbes poderiam estar
relacionadas a uma imperfeicdo da placenta durante seu desenvolvimento (OLIVEIRA,
2007).

A placenta é constituida por uma parte fetal e uma materna, sendo o Unico 6rgao
formado por células de dois individuos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995).

A placenta de ruminantes é classificada como zonéria, cotiledonaria e
sinepiteliocorial, devido a migracéo de células trofoblasticas gigantes binucleadas para
o epitélio uterino (LEISER e KAUFMAN, 1994; CARVALHO et al., 2006; PEREIRA et
al., 2010).

A avaliacdo da capacidade migratoria de células trofoblasticas pode ser estudada
com a utilizagdo de animais transgénicos, no qual a expressdo de um gene exdgeno
consegue marcar células de origens fetais que pode ser detectado em varios tecidos
maternos (BRESSAN, 2011). Em bovinos clonados transgénicos ocorrem marcantes
alteracdes tais como, anomalias acrossémicas, alocagdo anormal do nimero de células

do botdo embrionario e trofoectoderma e formacgdo deficiente do fuso mitético, que



provavelmente contribuem com suas baixas taxas de nascimento (em torno de 5%)
(MIGLINO et al., 2007; MEIRELLES et al., 2010; BARRETO, 2011).

A placentacdo consiste na justaposicdo das vilosidades do coério fetal,
denominada de porcéo fetal da placenta (pars fetalis da placenta), com as criptas da
mucosa uterina (pars uterina da placenta) (GRUNERT e BIRGEL, 1989), o que acarreta
alteracbes nas interfaces carunculares e cotiledonéarias, resultando na placenta
funcional e nos placenténios, unidades morfofuncionais formadas pelas carunculas
maternas e cotilédones fetais (KING E ATKINSON, 1987; LATSHAW, 1987; LEISER et
al., 1997; PEREIRA, 2004; LACERDA, 2006).

Ramsey (1982) descreve o numero de camadas teciduais que separam a
circulacdo materna e fetal, os componentes fetais sdo: o endotélio, 0 mesénquima e o
trofoblasto e os maternos séo: o epitélio uterino, o tecido conjuntivo e o endotélio. No
entanto Bjorkmam (1970) relata que esses tecidos ndo participam necessariamente da
barreira fisica entre as duas circulacbes. Senger (2003) demonstra as estruturas
distintas da placenta em desenvolvimento, as trés estruturas possuem funcdes de
orgaos de trocas entre o embrido em desenvolvimento e o endométrio uterino como
demonstra a imagem abaixo (SENGER, 2003).



Corioalantoide

Figura 1. As pregas amnioticas foram completamente fundidas, resultando na formagéo
de uma camada dupla ao redor do embrido. A membrana interior € constituida por
trofoderma e é chamada o amnio. Cria-se a cavidade amniotica. O corio envolve
completamente o concepto. O alantoide continua a expandir e comeca a preencher os
espacos da cavidade. O alantoide e o corio se fundirdo formando o corioalantoide. O
saco vitelino continua a regredir. (Adaptado de SENGER, 2003).

A placenta foi descrita por Mossman (1987) como uma aposi¢ao entre o tecido
parental (materno) a um tecido fetal com a finalidade de executar trocas fisiolégicas. A
placenta tem como fung¢do Otima nutricdo em todas as fases do desenvolvimento fetal
(GUDMUNDSSON et al., 2009; RIQUELME, 2009). Por isso pesquisadores ha décadas
vém se preocupando com o transporte de moléculas da mée para o feto, dentre varios
pesquisadores (MALASSINE; FRENDO; EVAIN-BRION, 2003; WOODING; FLINT,
1994) descreveram que a placenta também apresenta funcbes como proteger o feto,
geralmente alogénico, contra o sistema imune materno, bem como fun¢gdes enddcrinas,
produzindo hormdnios protéicos e esteroides essenciais no processo de comunicagao

materno-fetal durante o periodo de gestacdo, tais como os citados por Mossman
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(1987); Leiser; Kaufmann (1994); Barreto (2011), estrégeno, progesterona e lactogenio
placentario.

Além disso Leiser e Egloff (1990) observaram que a endocitose de material fluido
(moléculas solaveis), pinocitose, é ultraestruturalmente evidente nas unidades de
membrana basais e apicais de todas as barreiras placentarias epiteliais/endoteliais. As
substancias se tornam extremamente conectadas aos receptores (complexos ligantes-
receptores) e entdo internalizam via invaginacfes da membrana da célula. A pinocitose
€ também muito comum na parte da célula apical do trofoblasto, sendo visivel na
placenta da gata no caso da ferritina ou pelo hemolisado existente naturalmente do
hematoma placentario. O trofoblasto é capaz de realizar a eritrofagocitose, a qual
permite que o embrido retire o ferro necessario dos hematomas placentarios, como por
exemplo, na placenta epitéliocorial da ovelha e cabra, sinepiteliocorial da bufala ou
placenta endoteliocorial da gata (BURTON, 1986; SANTOS et al. 2003; PEREIRA,
2010; LEISER e EGLOFF, 1990).

Na placenta humana, uma grande quantidade de ferro é transferida rapidamente
e unidirecionalmente da mae para o feto, através da placenta e um dos primeiros
eventos desta transferéncia é o que envolve a ligacdo do complexo transferrina-ferro
materno na superficie da placenta e subsequente transferéncia do ferro e liberacdo da
transferrina  novamente para a circulacdo materna. Por meio de marcacao
imunocitoquimica em microscopia eletrénica de transmisséo foi detectada a presenca
de transferrina na superficie dos microvilos, bem como na superficie das invaginagdes

pinociticas (cavéola) da placenta humana (KING, 1976).

2.1.1. Membranas Fetais

De acordo com Peter (2013), a placenta € composta por membranas fetais: corio,
amnio, alantoide (juntos sdo denominados de membranas extra embrionarias), no qual
trés camadas sédo distintas de membranas justapostas e sdo observados: a camada
externa representa o corio, a camada transparente ou intermédia representando o

alantéide, e uma membrana fina, envolvendo o embrido, representando o amnio. Com
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funcBes de oOrgdos de trocas entre o embrido em desenvolvimento e o endométrio
uterino (FABER e THORNBURG, 1983).

Assis Neto et. al (2009), demonstraram que embrides com idade aproximada
entre 20 a 25 dias apresentam o corddo umbilical imperceptivel ao olho nu, com o
desenvolvimento embrionario aos 60 a 70 dias de gestacdo o corddo umbilical se
apresenta mais aparente, com presenca de vasos que se ramificam em direcdo as
outras membranas.

O corio é o componente funcional de trocas do recente embrido, € derivado do
trofoblasto, somatopleura e somato mesoderma, ndo é vascularizado. Esta estrutura
esta completa entre os 40 e 60 dias de gestacdo nos bovinos (PRESTES e
ALVARENGA, 2006).

O alantéide comeca a se desenvolver no 14° dia de gestacdo, derivado do
intestino fetal, com aproximadamente 25 dias vasos sanguineos ainda discretos visiveis
aparecem no lado voltado para a parte ventral do embrido (PETER, 2013), fazendo
contato com o cério para formar o alantocério vascularizado (SENGER, 2003;
PRESTES e ALVARENGA, 2006).

Senger (2003), Geisert e Malayer (2004), ainda descrevem que 0 saco vitelino
regride durante a segunda ou terceira semana de gestacédo a medida que o alantéide se

expande para fusionar com o coério, formando a membrana corioalantoide.

2.1.2. Cavéola

Segundo Anderson (1998) a original intencdo da palavra cavéola foi descrever
invaginagcbes da membrana na superficie da célula, mas as membranas com
caracteristicas morfologicas classicas de cavéola ndo sdo encontradas em todas as
células. Métodos de purificagdo, usando um marcador da proteina da cavéola, a
caveolina, estabeleceram um novo critério para identificar essa membrana. Sua
estrutura, funcdo e composicdo molecular sdo dependentes das propriedades das
membranas lipidicas. Todas as células possuem dominios de membrana plasmatica
com caracteristicas biologicas de cavéola, mas somente um conjunto de membranas

com tipo particular.



As cavéolas sdo micro estruturas encontradas de forma abundante na
membrana plasmética de muitas células especializadas, incluindo células endoteliais,
células epiteliais, e adipocitos (DAVALOS et al., 2010). Com a microscopia atual, pode-
se notar que ha variedade morfolégica destas estruturas de membranas, podendo
assim estar dispostas em grupos denominados “rosetas” e/ou “cachos de uvas” (Figuras
2 e 3). Estes grupos podem estar proximos a membrana quanto dispersos no
citoplasma em forma de vesiculas. Ainda em funcdo dessa variedade morfolégica, séo
encontradas cavéolas também no formato de estruturas tubulares alongadas ou canais
transcelulares que estéo freqiientemente presentes em adipécitos e células endoteliais
(RAZANI; WOODMAN; LISANTI, 2002).

As cavéolas atualmente séo descritas como invaginacdes dispostas na forma de
frasco ou de 6mega, conectadas a membrana plasmatica por finas estruturas
pendiculares, é usado também o termo “vesiculas lisas” ou “vesiculas sem
revestimento” para discriminar as vesiculas recobertas de clatrina, proteina do
citoesqueleto responsavel pela endocitose, das vesiculas caveolares, encontradas na
superficie apical de vérias células, inclusive no trofoblasto de macacos (ENDERS;
HENDRICKX; SCHLAFKE, 1983), de bufalas (PEREIRA et al., 2010), do cervideo
Capreolus capreolus (AITKEN, 1974 e AITKEN 1975), da placenta humana
(VIDRICAIRE; TREMBLAY, 2007). As caveolas ainda estdo envolvidas diretamente
com a internalizagdo de componentes de membranas (proteinas de ancoragem
glicoesfingolipidicas e glicoesfingofosfatoidilinositol), ligantes extracelulares (acido
félico, albumina, fatores de motilidade autocrina), toxinas de bactérias virus nao-
envelopados. Ao contrario da endocitose mediada pela clatrina, a internalizacao através
da cavéola € um evento deflagrado por complexa sinalizagdo (PELKMANS; HELENIUS,
2002).



cavéola tradicional

O

invaginagéo da cavéola

9 e —

cacho-de-uva

canal trans-celular

Adipocito Célula endotelial

Figura 2. Cavéola: Definicdo morfoldgica e plasticidade. A- cavéola pode existir em
diversas formas alternativas em relacdo as invaginacoes de membranas tradicionais.
Elas podem ser encontradas em forma de vesiculas ou agregacdes como “cachos de
uva’, rosetas, e formas tubulares. De fato, as células endoteliais, alongadas em tubos
podem, muitas vezes, alcancar a fase luminal criando um canal trans-celular. B- duas
eletromicrografias, um adipocito (mostrado a esquerda) e a célula endotelial (a direita).
Aumento de 16.000X. Observe rosetas caveolares nos adipécitos e as invaginacdes
caveolares associadas a membrana das células endoteliais, RBC: célula sanguinea
vermelha. (adaptado de RAZANI et al., 2002).



A Microdominio de Membrana
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Figura 3. Modelo esquematico de organizacdo dos lipideos e das cavéolas na
membrana plasmética. A- representacdo da organizacdo dos lipideos de membrana em
estado ordenado enriquecido com colesterol (amarelo), esfingolipideo (laranja) e
fosfolipideos (verde). B- cavéola com aspecto invaginante e composta por caveolinas
(rosa). (RAZANI et al, 2002).

Nas células epiteliais a cavéola é imével e suporta o citoesqueleto da actina
cortical da membrana plasmatica. Sowa (2012), afirma que a caveolina, proteina
existente na cavéola, influencia em diversos processos celulares interagindo com as
sinalizacdes das moléculas e regulando o indice de colesterol dessas estruturas, e
ainda que os colesterois e glicosfingolipidos sdo o0s principais componentes das
cavéolas. Se o colesterol for removido da membrana plasmatica, a cavéola desaparece
(PELKMANS; HELENIUS, 2002; ROTHBERG et al., 1992; CHANG et al., 1994).

Cao et, al. (2012), demonstraram que elementos ndo contidos na cavéola como

éter, ceramidas e esfingomielina também influenciam na formacéo e na estabilidade da
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mesma, podendo causar alteracdes significativas na superficie citoplasmatica da
membrana celular chegando até em apoptose.

Considerando o conceito de fluidez da membrana plasmética, (SINGER e
NICOLSON, 1972) e a ideia de dinamismo na morfologia das cavéolas, se torna
improvavel que as cavéolas sejam apenas pequenas bolsas estaticas presas a
membrana plasméatica, mas sim microrganelas capazes de assumir diferentes formas.
Tal fato se deve em parte pela agregacao ou fusédo das vesiculas caveolares que pode
dar origem a formacdo de morfologias caveolares desconhecidas e diversas. As
cavéolas também foram encontradas na superficie apical de varias células, inclusive no
trofoblasto (ENDERS; HENDRICKS; SCHLAFKE, 1983), sdo responsaveis pela
endocitose e sinalizacao celular.

Segundo Pereira et al. (2010) ao visualizar a superficie apical das células
trofoblasticas de bufalas encontraram, por microscopia eletrénica de transmissdo, as
cavéolas, que sao vesiculas endociticas que possuem uma proteina integral de
membrana caracteristica, a caveolina. No caso da placenta, as cavéolas realizam
intercambio de moléculas da méae para o feto, essas estruturas ndo sdo encontradas
nas membranas de todas as células e foram também descritas por outros
pesquisadores como Enders, Hendrickx e Schlafke (1983); Pelkmans e Helenius (2002)

em outras espécies animais.

2.1.3. Caveolina

ApoOs o0s estudos classicos realizados por Singer e Nicolson (1972) ficou
estabelecido na literatura o modelo do mosaico fluido para descrever a natureza fisico-
quimica da bicamada lipidica que forma a membrana plasmatica celular. Essa natureza
confere a membrana um estado desordenado, onde os fosfolipideos sdo capazes de
realizar rapidamente difusdes laterais. Atualmente, se aceita a existéncia de um estado
liquido ordenado para a membrana plasmatica onde a bicamada lipidica se mostra mais
rigida e os movimentos dos fosfolipideos mais restrito (FREITAS, 2008).

Tradicionalmente, as cavéolas s&do consideradas um tipo especializado de
microdominio de membrana, que se destaca primordialmente por sua forma invaginante
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e/ou vesicular e pela presenca de uma proteina chamada caveolina. A expressédo da
caveolina-1 nas células esta relacionada com o aspecto da cavéola invaginada, bem
como a presenca de material estriado em seu envoltério. Davalos (2010) afirma que a
caveolina-1 (Cav-1) € a principal proteina de revestimento essencial para a formacao de
cavéola. Desde essa descoberta, consideravel atencdo tem sido dedicada a familia de
proteinas caveolina composto de CAV1, caveolina-2 (CAV2) e caveolina-3 (CAV3).
Cavéola e as caveolinas foram implicadas numa ampla variedade de atividades
celulares, incluindo: a endocitose, vias de sinalizacdo, a regulacao lipidica (COHEN et
al., 2004; THOMAS e SMART 2008), crescimento e apoptose celular (WANG et al,
2008).

Segundo Deurs (2003), Thomas e Smart (2008) e Hansen e Nichols (2010) a
caveolina-1 € expressa dentro da maioria das células que possuem adipdécitos, musculo
liso, células endoteliais, epiteliais e fibroblastos sendo necesséaria para a estruturacéo
da caveéola. A caveolina-1 e 3 pode dar forma a cavéolas invaginantes, ja a caveolina-2
s6 apresenta forma invaginando quando em presenga com a caveolina-1, caso
contrario, o Complexo de Golgi ira degrada-lo. A caveolina-3 é especifica do tecido
muscular, encontrada nos musculos esquelético, cardiaco e liso. Ainda, Orsalino (2010)
descreve em estudos com os musculos longuissimus dorsi e rombdide que, quanto
maior a quantidade de tecido adiposo entremeado ao musculo maior sera a quantidade
de colesterol (musculo romboide), tendo assim maior expressdo da marcacdo positiva
de caveolina -1, por este tipo de proteina estar relacionada com a sintese de colesterol
e posterior deposicdo de gordura na carcaga, ja 0s cortes provenientes do musculo
longuissimus dorsi mostraram uma expressao significativa de caveolina -1, porém maior
de caveolina -3, por estar relacionada a formag¢do de musculo esquelético.

Feng et al. (2012) trabalharam com a hip6tese que a caveolina-1 desempenha
um papel crucial na regulacdo do controle do fator de crescimento fibroblastico 2
(FGF2), ativado na sinalizacdo da angiogénese placentaria.

Feng (2012) demonstrou que o receptor 1 do fator de crescimento fibroblastico
FGF R2 alpha esté fisicamente associada ao FGF R1, e ambos séo direcionados para a
cavéola via interacdo com a caveolina-1 de células endoteliais de artérias feto-

placentarias em ovinos, sendo assim o trabalho conclui que a caveolina -1, a mais
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importante proteina estrutural caveolar, interage com o FGF R1 e paradoxalmente na
sinalizacdo de moléculas implicadas na coordenacdo e regulacdo da angiogénese
placentarias.

Trinca e Pereira (2013) também em analise de imuno-histoquimica,
demonstraram que em placentas de bufalas a CAV-1 foi expressa em todas as
amostras coletadas e ndo apresentaram alteracdes na expressdo durante o
desenvolvimento da gestacdo. CAV- 1 foi mais evidente no estroma endometrial em
relacdo a expressao do epitélio. Ja na parte fetal, foi localizada a presenca de CAV -1 e
apresentaram reacao positiva no musculo epitelial e liso dos vasos sanguineos,
enquanto nas células binucleadas trofoblasticas gigantes tiveram menos marcacdes
expressadas. No entanto, a proteina de CAV- 2 tinha um sinal fraco no epitélio do
trofoblasto (10 meses de gestacao).

Essas proteinas caveolares foram expressas em altos niveis no endotélio de
capilares sanguineos de placentas humanas e em células musculares lisas do
endotélio, segundo estudo apresentado por (LYDEN; ANDERSON; ROBINSON, 2002).

2.1.4. Outras Aplicacoes

Guan et, al. (2013) mostrou em estudos que em ratos com diabetes tipo 1 que
existe uma base para o desenvolvimento de interferéncia renal segmentada com CAV-
1/cavéola como uma nova abordagem para o tratamento da nefropatia diabética.

Em estudos recentes, Hackett et al. (2013) sugeriram investigar se a perda de
caveolina-1 contribui para a disfuncéo da barreira epitelial na asma. Os dados dessa
investigacdo demonstraram um papel crucial para caveolina-1 na adesédo célula-célula
epitelial, com consequéncias importantes para a funcdo de barreira epitelial e para a
promogéao de respostas Th2 na asma.

Como se pode observar existem varios estudos sobre as proteinas caveolinas,
mostrando a importancia das mesmas, porém, o tema ainda ndo € bem compreendido
bem como a pesquisa com placenta de conceptos bovinos manipulados nem

laboratério, servindo de modelo de estudo nessa area biotecnoldgica em expansao.
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3. OBJETIVOS

Observar a funcdo e marcacdo das proteinas caveolina-1, -2 na placenta de
bovinos clonados e transgénicos, que estdo envolvidas no transporte de substancias
transplacentarias e internalizacdo celular destas, mediante a técnica de imuno-

histoquimica.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.0btencao das células expressando GFP

As células utilizadas neste experimento sdo fibroblastos fetais bovinos. A
linhagem é oriunda de feto da raca Nelore, macho, com 55 dias de gestacao e portador
de marcador mitocondrial de origem indicus (marcador citoplasmatico). O motivo para
utilizar fetos machos é devido a presenga do cromossomo Y, que € 0O Cromossomo
mamifero melhor caracterizado, € consideravelmente menor que 0s outros e capaz de
codificar proteinas machos-especificas (LAHN; PAGE 1997), facilitando a diferenciacéo
das proteinas codificadas da progenitora, que possui apenas cromossomo X. As células
foram transportadas em cultivo e/ou congeladas em nitrogénio liquido ao Laboratorio de
Genética e Cardiologia Molecular com a colabora¢cdo com os Profs. Drs. José Eduardo
Krieger e Bryan Strauss, além de seus orientados, para a insercdo do gene codificador
para a GFP nos fibroblastos bovinos através de uma infeccao viral, protocolo ja bem
estabelecido, rotineiro e que vem apresentado resultados satisfatorios no laboratério
supracitado.

O virus utilizado foi um lentivirus (FUGW) que contém, além da regido
codificadora da GFP, promotor para ubiquitina. Tal virus ndo apresenta regides de
replicacdo, proporcionando a seguranga necessaria para sua manipulacao.

As amostras utilizadas neste trabalho sdo provenientes do Projeto Jovem
Pesquisador FAPESP, processo numero 2005/52676-1, sob responsabilidade da Profa.

Adjunta Flavia Thomaz Verechia Pereira, do Laboratério de Morfofisiologia da Placenta
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e Embrido — L@mpe, Unesp Dracena, SP, protocolo CEUA 002/2006 da Unesp
Dracena.

Fibroblastos fetais bovinos na terceira passagem foram colocadas em cultivo
em placas de 60mm e depois de sua confluéncia, distribuidas em po¢os em uma placa
de 96 pocos. Apés um dia de cultivo, foram analisados quais 0s poc¢os que
apresentaram células com aspecto saudavel e confluéncia desejavel (cerca de 80%)
para a transfeccdo. Uma solucdo contendo o lentivirus (titulacdo e concentracdo
previamente definidos), meio DMEM e polibreno (substancia utilizada para facilitar o
encontro do virus com a célula) foi adicionada ao poco escolhido e deixada por cerca
de doze horas. A solugdo contendo o vetor viral foi substituida pelo meio DMEM e a
cultura celular continuou até atingir nimero de células compativel com a tripsinizacao,

repigue para posterior congelacao e analise.

4.1.1. Producgéo de embrifes recombinantes

Os embrides recombinantes foram produzidos no Laboratério de Morfofisiologia
Molecular do Desenvolvimento (LMMD), chefiado pelo Prof Dr Flavio Vieira Meirelles da
FZEA-USP mediante transferéncia nuclear. Os ovarios bovinos foram colhidos em
abatedouro e transportados em recipiente térmico. No laboratoério, foram aspirados os
foliculos com diametro entre 2 e 8mm. O sedimento do liquido folicular foi colocado em
placa de Petri (90mm) para recuperacdo dos odécitos e posterior sele¢cdo e maturagao in
vitro (MIV).

Os odcitos foram maturados em TCM 199 com sais de Earles, glutamina e
NaHCO3 suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino), piruvato (22ug/mL),
gentamicina (50ug/mL), 0,5ug de FSH/mL, 50ug de LH/mL e 1ug de estradiol/mL em
microgotas de 100uL de meio de maturagéo, cobertas com 6leo mineral (30 od6citos por
gota). A incubacéo foi feita sob temperatura de 38,50C, atmosfera gasosa de 5% CO2
em ar e maxima umidade, durante 22 a 24 horas.

A metodologia empregada para a enucleacdo dos odcitos foi descrita por
Pereira et al. (2013).
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Apés a Transferéncia de Embrides (TE) de bovinos clonados transgénicos, as
06 gestacOes produzidas foram acompanhadas por ultra-som e divididas em grupo,
conforme demonstrados nas tabelas 01 e 02. Aos 28 e 34 dias, as gestacfes foram
interrompidas por abate humanitario, e aos 60 e 90 dias, por
ovariosalpingohisterectomia. Ap0s esses procedimentos, os Uteros gestantes foram
transportados em gelo para o laboratério, onde foi realizada uma incisdo na linha anti-
mesometrial do perimétrio e miométrio no terco médio do corno uterino gestante
expondo membranas, endométrio e o concepto.

Sendo assim, o cério e os placentbnios, foram recortados e fixados, como
descrito abaixo. Foram coletadas também, 32 amostras de bovinos de inseminacao
artificial (IA) em abatedouros frigorificos da regido de Dracena, SP para controle, que

tiveram o mesmo procedimento de coleta que as amostras dos clones.
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Tabela 1 - Idade gestacional e grupos dos bovinos de inseminacdo artificial (1A)

Animal Medida Dias de Gestacéao
Al 0,3cm 20
A2 0,5cm 21
A3 0,6 cm 21
A4 0,7cm 22
A5 0,7 cm 22
A6 1,2cm 24
A7 1,4cm 25
A8 1,8 cm 30 Grupo 1: até 30 dias
A9 2,4 cm 35
Al10 2,7cm 40
All 2,8cm 42
Al2 2,8cm 42
Al3 3,6 cm 45
Al4 3,6 cm 45
Al5 3,7cm 46
Al6 3,9cm 47
Al7 3,9cm 47
Al8 4,3cm 48
Al19 4,3 cm 48
A20 45cm 49
A21 5,0cm 51
A22 5,2cm 53
A23 5,6 cm 54
A24 6,0 cm 56
A25 6,3 cm 57
A26 6,6 cm 59
A27 6,7 cm 59
A28 7cm 60 Grupo 2: de31 a 60
dias
A29 7,3cm 61
A30 7,5cm 63
A31 7,6 cm 68
A32 7,6 cm 68
A33 7,9cm 69
A34 8,7 cm 70
A35 9,2cm 70
A36 9,5cm 72
A37 10,3 cm 77
A38 10,4 cm 78
A39 12 cm 80
A40 12,7 cm 86 Grupo 3: de 61 a 90

dias
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Tabela 2 — Relagé&o de tamanhos dos embrides bovinos clonados transgénicos expressando a

proteina fluorescente verde — GFP (cm) e idade fetal (dias). Dracena, 2007.

Animal Clonado Transgénico Medida — CR (cm) até 45 dias gestacgao
GFP3.*1 1,1cm 34
GFP3.*2 0,65cm 34
GFP4 1,0cm 28

Animal Clonado Transgénico Medida — CR (cm) 61-75 dias gestacéo
GFP5 5,5cm 60
GFP6 5,5cm 60
GFP7 5,66 60

Animal Clonado Transgénico Medida CR (cm) 76 — 90 dias gestacéo
GFP8 16,0cm 90

*GFP 3 séo fetos de gestacdo gemelar

4.2.Imuno-histoquimica

Para as reacfGes imuno-histoquimicas deste trabalho foram utilizados os

anticorpos primarios e secundarios listados na tabela 03.

Tabela 3. Anticorpos primarios e secundarios utilizados para testes imuno-
histoquimicos na interacdo materno-fetal de conceptos de gestacdo natural e clonados
transgénicos em diferentes estagios de gesta¢do. Dracena — SP, 2012.

Anticorpo primario Clone Hospedeiro Diluicdo Fornecedor
(isotipo)

Caveolina 1 Policlonal Coelho 1:400 SCBT (sc-894)
Caveolina 2 Policlonal Coelho 1:200 SCBT (sc-7942)
Anticorpo secundério
anti-camundongo Kit LSAB, Dako®
anti-coelho/anti-ovino (K0690)
(biotinilado)

(Adaptado de ARTONI et al., 2007).

As seccbes de corio e placentonio 4-5um foram desparafinizadas em xilol e
reidratadas em série decrescente de etanol. O desmascaramento antigénico foi
realizado pelo aquecimento dos cortes em tampéo citrato (0,384g de acido citrico
mono-hidratado; 2,352g de citrato de sodio tribasico di-hidratado; 1L de agua destilada,
pH 6,0) por 15 minutos em forno de microondas. A atividade de peroxidase tecidual
enddgena foi blogueada pela incubacdo em solugdo de perdoxido de hidrogénio a 3%
em tampdao Tris-HCI 1M, pH 7,5 (TBS, 60,57g de Tris para 500mL de &gua ultrapura)

por 30 minutos. Para o bloqueio de ligacfes inespecificas, os cortes foram incubados
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com soro de cabra a 10% em TBS por 30 minutos. O anticorpo priméario foi diluido em
tampao TBS contendo 1% de soro de cabra e incubado “overnight” a 4°C em camara
umida. Paralelamente, outras seccfes foram incubadas na mesma concentragcdo com
anticorpo para o controle de isotipo (IgG).

Apés incubacao com o anticorpo primario e todas as lavagens dos cortes foram
realizadas com TBS contendo 1% de soro de cabra. A reagéo foi visualizada por meio
do kit polivalente Dako-advance HRP Link (cat. # K4069, Dako, EUA.) ou Kit LSAB-
Dako® (K0690) de acordo com a recomendacéo do fabricante. A reacéo foi revelada
por precipitacdo de 3,3’-diaminobenzidine (DAB Peroxidase Substrate Kit, 3,3’-
diaminobenzidine, cat. # SK-4100). Para finalizar, os cortes foram contracorados com
hematoxilina, desidratados, diafanizados e as laminas permanentes foram montadas

com Entellan® (Merck) para analise dos placenténios sob microscopia de luz.

19



5. RESULTADOS

As andlises imuno-histoquimicas foram realizadas para a verificacdo da expressao
das proteinas caveolina-1 e caveolina-2 em conceptos bovinos transgénicos clonados
GFP positivos aos 60 e 90 dias de gestacdo. E para animais de gestacdo de monta
natural aos 30 dias e 53 dias de gestacao.

Quando realizada a reacédo para o anticorpo anti-caveolina 1, houve marcacao
positiva da proteina tanto nos vilos fetais como nos vilos maternos, sendo mais
pronunciada no estroma endometrial (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8).

N&ao foi possivel observar alteracdes da expressao da proteina caveolina 1 entre
0 concepto provenientes de IA (figura 4) e os conceptos GFP positivos (GFP+) (figuras
5,6,7e8).

A expressdo da proteina caveolina 1 ndo alterou com a evolucao da gestacao,
ressaltando que as figuras de conceptos GFP positivos 5 e 6 sao de animais de 60 dias
de gestacéo e as figuras GFP positivo 7 e 8 sdo de animais de 90 dias de gestacao.

Para o anticorpo anti-caveolina 1, houve marcacdo especifica de células
trofoblasticas gigantes binucleadas, como podem ser analisadas nas figuras 6A.

Ja para o anticorpo anti-caveolina 2, obteve-se marcagao positiva no trofoblasto
da membrana cérioalantdide nas figuras 9, 10, 11 e 12.

Nas figuras 9A, 10C E 12C é possivel observar a marcacao especifica em
células trofoblasticas gigantes binucleadas.

Além disso, houve marcacéo positiva no placenténio de concepto GFP positivos
de 90 dias de gestacédo, sendo que, a marcacao foi mais pronunciada nas figuras 11A,
12A, 12B e 12C em relacao a figura 11C, o que pode ser explicado pela padronizagéo
da diluicdo do anticorpo, que nas primeiras figuras a concentracao era maior 1:200 e na
figura 11C a concentracdo era menor 1:300.

Foi possivel notar nas figuras 6C e 9B presenca de vasos sanguineos,
considerando o corio um tecido ricamente vascularizado.

Assim como nas figuras com marcacéao positiva para caveolina -1, as marcacdes

para caveolina -2 também n&o tiveram diferencas entre as idades dos conceptos
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bovinos, sendo a figura 9 concepto bovino de 30 dias de gestacgéo, a figura 10 concepto
bovino de 60 dias de gestacao e as figuras 11 e 12 conceptos bovinos de 90 dias de
gestacao.

Foi possivel notar que as amostras com reacao para anticorpo anti-caveolina 1,
apresentaram maior marcacao em relacdo as de caveolina 2.

Foi possivel observar as células cuboidais do trofoblasto nas placentas dos
bovinos em toda a evolucéo das gestacoes, nas idades 30, 60 e 90 dias.

Ainda no trofoblasto da membrana corioalantoide foram observadas poucas
cavéolas, e no placentdnio nas fases iniciais da gestacdo estudadas, mas em grande
quantidade no endotélio dos capilares sangiiineos da membrana corioalantoide.
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Figura 4. Imuno-histoquimicaibara a caveolina 1, A, B, E, D: 53 dias de gestacéo,
animal de gestacdo natural; interdigitacbes materno-fetais. A, B, C: imunomarcacéo
positiva para a caveolina 1 no mesénquima (M), trofoblasto (T), vilos fetais (estrela) e

vilos maternos (*). D: controle negativo sem marcac¢ao. Barra= 5um.
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Figura 5. Imuno-histoquimica para a caveolina 1. A, B, C, D: 60 dias de gestacéo,
concepto GFP + ; interdigitacbes materno-fetais. A e C: imunomarcacao positiva para a
caveolina 1 no mesénquima (M), trofoblasto (T), vilos fetais (estrela) e vilos maternos

(*). B e D: controles negativos sem marcacéo. Barra= 5um.
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Figura 6. Fotomicrografia Imuno-histoquimica para a caveolina 1. A, B, C, D: 60 dias de
gestacdo, concepto GFP + ; interdigitacbes materno-fetais. A e C: imunomarcacao
positiva para a caveolina 1 no mesénquima (M), trofoblasto (T), vilos fetais (estrela) e
vilos maternos (*), células trofoblasticas gigantes binucleadas (seta), vasos sanguineos
(v). B e D: controles negativos sem marcacao. Barra figura A= 20um. Barra figura B=
20pm. Barra figura C= 50um. Barra figura D= 100um.
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Figura 7 Imuno-histoguimica para a caveolina 1. A, B, C, D: 90 dias de gestacdao,
concepto GFP + ; interdigitagbes materno-fetais. A e C: imunomarcagéo positiva para a
caveolina 1 no mesénquima (M), trofoblasto (T), vilos fetais (estrela) e vilos maternos (*)
e epitélio uterino (cabecga de seta). B e D: controles negativos sem marcacdo. Barra=
5um.
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Figura 8 Imuno-histoquimica para a caveolina 1. A, B: 90 dias de gestacdo, concepto
GFP + ; interdigitacbes materno-fetais. A B e C: imunomarcacao positiva para a
caveolina 1 no mesénquima (M), trofoblasto (T), vilos fetais (estrela), vilos maternos (*),
células trofoblasticas gigantes binucleadas (seta).D : controle negativo sem marcacao.

Barra figura A= 200um. Barra figura B= 100um. Barra figura C= 50um. Barra figura D=
100um.
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Figura 9. Imuno-histoquimica para a caveolina 2 em corio (C). A, B: 30 dias de
gestacao, IA. A imunomarcacéo foi positiva para a caveolina 2 na célula trofoblastica
gigante binucleada (setas) e mesénquima (M). Vaso sanguineo fetal (v). B: mesmo
animal; controle negativo sem marcac¢ao. Barra= 10um.
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Figura 10. Imuno-histoquimica para a caveolina 2. A, B, C e D: 90 dias de gestacgéo,
concepto GFP + ; interdigitacbes materno-fetais. A, B e C: imunomarcacéao positiva para
a caveolina 2 no mesénquima (M), trofoblasto (T), vilos fetais (estrela) e vilos maternos
(*) D: controle negativo sem marcacédo. Barra figura A= 100um. Barra figura B= 50um.
Barra figura C= 50um. Barra figura D= 20um.

28




5 A f 47 }”ig e m@..w::r!/ !;7@ ._i*»._iéﬁ v O
Figura 11. Imuno-histoquimica para a caveolina 2. A, B, C, D: 90 dias de gestacgéo,
concepto GFP ; interdigitacbes materno-fetais. A e C: imunomarcagao positiva para a
caveolina 2 no mesénquima (M), trofoblasto (T), vilos fetais (estrela) e vilos maternos (*)
e epitélio uterino. B e D: controles negativos sem marcacao. Barra= 5um.
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Figura 12. Imuno-histoquimica para a caveolina 2. A, B, C, D: 90 dias de gestacéo,
concepto GFP + ; interdigitacbes materno-fetais. A, B E C: imunomarcagdo positiva
para a caveolina 2 no mesénquima (M), trofoblasto (T), vilos fetais (estrela), vilos
maternos (*) células trofoblasticas gigantes binucleadas (seta) D: controles negativos

sem marcacéao. Barra figura A= 200um. Barra figura B= 100um. Barra figura C= 50um.
Barra figura D= 200um
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6. DISCUSSAO

Devido a escassez de trabalho nessa area, o presente trabalho podera contribuir
com descricao da localizacdo e expressao das proteinas caveolinas-1 e -2 na placenta
de conceptos bovinos clonados transgénicos com idade de 60 e 90 dias de gestacao e
de conceptos de IA nos periodos de 30 e 53 dias de gestacdo, mediante imuno-
histoquimica.

Foi observado no trabalho que as mesmas células presentes na placenta de
conceptos bovinos de gestacdo natural aos 30 e 53 dias de gestacdo se encontram
também nas placentas de conceptos clonados transgénicos de 60 e 90 dias de
gestacao, concordando com Oliveira et al. (2010), que observou que as estruturas
como células gigantes binucleadas, vasos sanguineos presentes no corio e células
epiteliais, que formam a placenta de conceptos bovinos providos de gestacao natural no
inicio da gestacao, estao presentes em todas as fases até o final desta e que de fato, as
caracteristicas histolégicas das placentas nas diferentes fases da gestacdo sdo muito
semelhantes, fato também relatado por Miglino et al (2007) comparando a placenta de
bovinos providos de gestacdes normais com a de bovinos clonados.

Para uma especificidade maior, a regido da placenta de bovinos estudada nesse
trabalho foram as regibes dos placentonios, caracterizada pela presenca de areas
especializadas de trocas metabdlicas, os quase estdo separados por areas
intercotiledonéarias de corio liso, assim como as estudadas por Pereira (2000), em
budfalas.

Assis Neto et, al. (2009), demonstraram o desenvolvimento inicial da placentacéo
bovina (Bos indicus) do ponto de vista do alantoide e amnio, que compfe as
membranas fetais. Essas células sédo sustentadas por uma fina membrana basal e o
mesénquima extraembrionario, mesma regido que obteve marcacao positiva para as
proteinas caveolinas -1 e -2, em nas amostras.

O trofoblasto é um tecido que em seu desenvolvimento apresenta-se
extremamente vascularizado, corroborando com nossos resultados em relacdo a
presenca de grande quantidade de vasos sanguineos, visualmente observados no
presente trabalho, Ford; Reynolds; Ferrell (1984); Hard e Anderson (1982), afirmam que
o fluxo uterino sanguineo aumenta acentuadamente a partir dos 20 dias de gestacéo
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até o nascimento, assim 0S vasos sanguineos presentes sdo importantes para a
vascularizacdo do sincicio trofoblastico, por possuirem paredes finas ndo apresentam
nenhuma resisténcia ao fluxo sanguineo.

A constituicdo do trofoblasto é caracterizada por uma Unica camada de células
cuboidais a colunar alto, trabalhos descritos anteriormente relataram tal semelhanga
entre (GREENSTEIN; MURRAY; FOLEY, 1958; KING et al. 1979; KING et al. 1980)
placentas bovinas (SHARMA et al. 1983; PEREIRA, 2000) e placentas bubalinas.

No trabalho foram observadas células trofoblasticas gigantes binucleadas, o
mesmo também foi descrito por Bosch (2006), como células trofoblasticas
arredondadas ou esféricas, de diferentes tamanhos que evoluem para células
trofoblasticas gigantes binucleadas, também observado por Pinto et, al. (2008), que
afirma que a fusdo de algumas células epiteliais uterinas € um evento caracteristico da
placenta de bovinos, que a classifica como sinepiteliocorial. Foram encontradas células
trofoblasticas gigantes com dois ou mais ndcleos, e o nimero de ndcleos esta
relacionado com o nimero de células envolvidas nesse processo de fusdo. De acordo
com Carvalho (2004), a formacdo e a migragdo das células trofoblasticas binucleadas
ocorrem de maneira progressiva na placenta de bufalas. A principio aparece de forma
dispersa no epitélio coribnico sendo raras ou inexistentes no epitélio uterino. A partir de
21° dia ocorre o aumento gradual das células trofoblasticas binucleadas, chegando a
representar 20% das células coridnicas, concordando com Bosch (2006), que afirma um
maior aumento das células trofoblasticas gigantes binucleadas e trinucleadas no altimo
terco de gestacao dos bovinos.

Ainda no trofoblasto da membrana corioalantdide foram observadas poucas
cavéolas, e no placentdnio nas fases de gestacfes estudadas, mas em grande
guantidade no endotélio dos capilares sangliineos da membrana cérioalantéide, o que
ndo implica em que possam ser encontradas no trofoblasto da membrana
corioalantdide no final da gestacdo em maior quantidade, como o observado em bufalas
por PEREIRA et al., (2010).

Foi possivel confirmar a presenca das proteinas caveolinas -1 e -2 nos
placentonios de conceptos bovinos, mediante a técnica de imuno-histoquimica

demonstrando a importancia das mesmas no processo de nutricdo fetal por endocitose,

32



inclusive nos epitélios, endotélio e musculatura lisa dos vasos sanguineos. Esses dados
corroboram com Trinca e Pereira (2013), que também realizaram imuno-histoquimica
para caveolinas -1, mas em placenta de bufalas, evidenciando a afirmacédo de Thomas
e Smarth (2008).

Justificando a maior concentracdo para a expressao da caveolina -1 em relagéo
a caveolina -2, Deurs et al.,, 2003; Davalos et al., 2010; Hansen e Nichols, 2010
afirmam que a expressdo das caveolina -1, a principal proteina de revestimento da
cavéola, € necessaria para a estruturacdo da cavéola, em células ndo musculares, ja a
caveolina -3 faz parte da biogénese da cavéola presente na musculatura cardiaca e
esquelética a medida que somente a presenca da caveolina -2 ndo induz a sua
formacdo. Ainda é fundamental a presenca da proteina caveolina -1 na cavéola para
gue a proteina caveolina -2 seja enviada do complexo de Golgi para a mesma, caso
contrario a caveolina -2 seriam degradadas no préprio complexo de Golgi, a expressao
da proteina caveolina -3 é especifica do musculo, (OKAMOTO et al., 1998; RAZANI et
al., 2001).

Os dados deste revelam imunomarcagdo intensa para as proteinas cav -1 e -2
localizadas no placentbnio, visto que essas proteinas sdo importantes para manter a
aparéncia morfologica da caveéola e estdo envolvidos no metabolismo lipidico,
crescimento e apoptose celular (WANG et, al. 2008), eventos importantissimos para o
o0timo desenvolvimento dos conceptos e salde materna, e o entendimento desses
mecanismos nos auxiliam a entender as razfes de tantas perdas gestacionais e
anormalidades placentarias, tanto em gestacfes naturais, como em manipuladas em
laboratorio.

A realizac@o da marcacgéo das proteinas caveolinas -1 e -2 servira de auxilio para
futuros estudos relacionados com desenvolvimento placentario e transporte via

placenta.
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7. CONCLUSAO

As proteinas caveolinas -1 e -2 foram verificadas tanto em placenta de
conceptos bovinos oriundos de gestacao natural, como as de clonados transgénicos em
idades distintas, 30 e 53 dias de gestacdo e 60 e 90 dias de gestacdo, sendo que a
caveolina -1 teve maior expressdao em relacdo a caveolina -2, principalmente no
compartimento fetal da placenta. Ja nas ceélulas gigantes trofoblasticas binucleadas
observamos expressao de ambas as proteinas CAV-1 e -2 igualmente por analise visual
ao microscoépio de luz, fato muito relevante, pois a funcdo dessas células ainda néo
esta bem elucidada, entdo pode-se agregar um conhecimento novo aos estudos de
placenta e placentacdo, visto que essas células ndo expressam certas proteinas e

receptores.
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