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RESUMO

Neste estudo, foi avaliada a ocorréncia de proliferacédo celular em placenténios de conceptos bovinos
transgénicos clonados e de inseminacao artificial, nos periodos de 60 e 90 dias de gestagcdo. As
amostras foram recortadas e fixadas em solucéo de paraformoldeido a 4% em tampéo fosfato de sodio
a 0,1M pH 7.4, para realizacdo da técnica de imuno-histoquimica. Os resultados obtidos foram
comparados entre bovinos clonados transgénicos e de inseminacao artificial. Em todos os grupos e
periodos gestacionais, o epitélio fetal apresentou marcacao positiva para proliferacdo celular. Aos 60
dias a marcacéo positiva no epitélio uterino das gestacfes manipuladas foi pouco evidente em relacéo
as de gestacOes naturais. Por sua vez aos 90 dias a imunorreatividade dos placentonios dos conceptos
clonados, foi intensa ndo s6 no epitélio mas também no tecido conjuntivo fetal, fato ndo observado
na gestacdo natural, onde a reacdo positiva foi pouco evidente no tecido conjuntivo fetal. Neste estudo
foi demonstrado possivel desequilibrio nos padrdes de proliferacdo celular nos conceptos bovinos
clonados transgénicos, pois aos 60 dias, apresentaram menor atividade proliferativa e aos 90 dias
aumento. Desse modo os resultados sdo importantes para a compreensdo de possiveis falhas no
desenvolvimento gestacional em técnicas avangadas de manipulacdo embrionarias.

Palavras-chave: clonagem, placenta, prenhez, ruminantes, transgenia.

ABSTRACT

In this study, the occurrence of cell proliferation was assessed in placentomes by cloned transgenic
bovine conceptuses and by artificial insemination, in the 60 and 90 days of gestation. The samples
were cut and fixed in paraformaldehyde 4% solution in sodium phosphate buffer 0.1M at pH 7.4, for
performing immunohistochemistry. The reults obtained were compared between transgenic cloned
bovine conceptuses and artificial insemination. In all groups and gestational periods, the fetal
epithelium presents positive labeling to cell proliferation. In 60 days gestation the positive labeling
of the manipulated gestations was less evident in relation to the natural gestations. On the other hand,
in 90 days gestation the immunoreactivity of the placentomes of the cloned conceptuses was more
intense, not just in the epithelium, but also in the fetal connective tissue, fact not observed in the
natural gestation, were the positive reaction was less evident in the fetal connective tissue. Therefore,
the results of verification of cell proliferation and understanding are important for the understanding
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of possible fails in gestational development, leading to fetal and placental abnormalities in advanced
techniques of embryonic manipulation.

Keywords: cloning, placenta, pregnancy, ruminants, transgenesis.

1 INTRODUCAO

A ampla utilizacdo de biotécnicas de reproducdo e producdo animal, especialmente a
clonagem, demonstrou que a placentacdo é um dos processos mais comprometidos, pois durante a
placentacdo de bovinos clonados ocorrem alteracGes anatbmicas que provavelmente contribuem para
suas baixas taxas de nascimento (Miglino et al., 2007). Para que ocorra um desenvolvimento
placentario normal, o Utero sofre varias alteracGes morfoldgicas, e a placenta passa por um intenso
processo de proliferacdo celular, crescimento vascular placentério e interacdo materno-fetal (Pfarrer
et al., 2006).

Alteraces placentarias estdo entre as principais causas responsaveis pelas perdas gestacionais
de clones bovinos e estdo relacionadas a deficiéncia do desenvolvimento vascular placentario, demora
na implantacéo, formacao de numero reduzido de placentdnios, placentomegalia e consequentemente
deficiéncia na funcionalidade da placenta (Bordignon & Smith, 2008). Estas falhas estao relacionadas
principalmente com a receptora do em2brido e ao desenvolvimento alterado da placenta (Pereira &
Freitas, 2009).

De acordo com Mossman (1937) a placenta é aposicdo de tecidos maternos e fetais, com
intencdo de trocas fisioldgicas. Do ponto de vista morfoldgico um érgdo complexo, que no curso de
seu desenvolvimento apresenta modificagdes quantitativas e qualitativas de sua estrutura
macroscopica e diversas modificagdes microscopicas, sendo os padrées de proliferacdo celular, uma
das alteracdes importantes para a viabilidade na producédo de embrides (Oliveira et al., 2006).

Nesta tematica a proliferacdo celular placentaria pode estar relacionada na diferenciacédo do epitélio
uterino e trofoblastico, uma vez que tais tecidos sofrem adaptacdes constantes a fim de acomodar as
necessidades do concepto em crescimento, ja que o desenvolvimento placentario normal é de extrema
importancia para a producdo de embrides viaveis e consequentemente um dos fatores para o
nascimento de neonatos saudaveis. Diante deste contexto o presente estudo teve o objetivo de
verificar a proliferacdo celular em placenténios de conceptos bovinos clonados transgénicos,
mediante 0 modelo com expressdo da proteina fluorescente verde (GFP), em compara¢do com

conceptos bovinos oriundos de gestacdo natural aos 60 e 90 dias, mediante imuno-histoquimica.

2 MATERIAL E METODOS
Para a realizacéo desse trabalho foi utilizada a técnica de imunohistoquimica de acordo com

a metodologia de Pereira et al. (2013) para a identificagdo da proliferacéo celular, no qual o anticorpo
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Monoclonal Mouse Anti- Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA, Clone PC10 -Dako
Cytomation®) foi testado. Foram utilizados placentdnios bovinos de Uteros gestantes de 60 (n=14) e
90 (n=4) dias oriundos de inseminacdo artificial provenientes de abatedouros frigorificos da regido
de Dracena e Pirassununga - SP, e placenténios de conceptos bovinos clonados transgénicos na
mesma idade gestacional sendo aos 60 dias (n=3) e 90 (n=2).

As amostras de placentonios bovinos clonados transgénicos foram 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 e Embrido,
protocolo CEUA 002/2006 — Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” campus experimental
de Dracena, SP - Unesp. Para a marcagdo GFP foram utilizados fibroblastos fetais bovinos oriundos
de feto da raca Nelore, macho, 55 dias de gestacdo, portador de marcador mitocondrial de origem
indicus. Estas células foram utilizadas para o desenvolvimento de embrides recombinantes, mediante
a técnica de transferéncia nuclear, e metodologia de enucleacdo dos o0citos descrita por Pereira et al.
(2013).

As amostras foram incluidas em parafina e seccionadas em cortes de 4 um; desparafinizadas
em xilol e reidratadas em etanol. O desmascaramento antigénico foi realizado em tampéo citrato por
15 minutos em forno microondas. A atividade de peroxidase tecidual enddgena foi bloqueada em
solugé@o de peroxido de hidrogénio a 3% em metanol por 30 minutos. Logo apds os cortes foram
lavados com solucédo de tampdo fosfato PBS. Em seguida o anticorpo primario foi diluido em tampéo
PBS e solucdo de BSA (albumina sérica bovina 3,5%) e incubado “overnight” a 4°C em camara
Umida. Posteriormente o anticorpo secundario Biotinaled Link - Dako® K0690, foi incubado por 60
minutos em camara Umida a 4°C e lavadas novamente com PBS e incubadas com Streptavidin-HRP
Dako® K0690. A reacdo foi revelada com kit DAB (Diaminobenzidina - DAB-buffer substrate;
DAB-chromogen, Dako® K3468). Para finalizar, os cortes foram contracorados com hematoxilina e
as laminas montadas para analise sob microscopia de luz, para a visualizacdo da marcacédo positiva

amarronzada dos nucleos das células em proliferacao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar as caracteristicas histoldgicas para as reacdes de PCNA, ambos grupos e idades
gestacionais, foi encontrada a marcacdo positiva no epitélio fetal, células trofoblasticas gigantes
binucleadas, células endoteliais e com menor intensidade no estroma endometrial. Rici et al. (2011)
observaram que as células trofoblasticas gigantes binucleadas apresentaram maior marcacdo em

relacéo as células mononucleadas. Estes dados foram encontrados em nosso estudo e corrobora com
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os achados de Treré (2000) no qual relata que nas células trofoblasticas gigantes binucleadas ocorre
uma proliferagdo mais acentuada.

Nos animais de gestacdo natural aos 60 dias, verificou-se que a principal reacdo positiva foi
detectada nos epitélios fetal e uterino, e em menor intensidade no tecido conjuntivo fetal
(mesénquima) e uterino (estroma endometrial) (Figuras 1a, c; 2a, ¢). Boos & Stelljes (2000) em
trabalhos com placenténios bovinos também observaram menor marcagdo no estroma endometrial,
relatando que a capacidade proliferativa das células do estroma parece ser relativamente baixa,
resultados estes que também foram encontrados por Boss et al. (2003) em estudos com placentas
bovinas. Yamauchi et al. (2003) em trabalhos com bovinos oriundos de inseminacao artificial e de
conceptos clonados aos 30-60 dias, observaram marcacgdo positiva no estroma endometrial. J& nos
conceptos clonados transgénicos aos 60 dias no presente trabalho (Figura 3a, ¢) a marcacgéo foi

observada com maior evidéncia no epitélio fetal.
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Figura 1. Imuno-histoquimica para a proliferacdo celular (PCNA), placentdnios bovinos de gestacdes
naturais aos 60 dias. a) A imunorreatividade foi detectada principalmente no epitélio fetal e uterino. b)
Controle negativo de a. c) Detalhe em maior aumento da figura anterior, mostrando uma célula trofoblastica
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gigante binucleada circundada (destaque) com imunorreatividade especifica, pois apenas um ndcleo estava
reativo ao anticorpo. d) Controle negativo de b. a,b: barra=100um; c¢,d: barra=20um. Seta cheia, epitélio
fetal; seta interrompida, epitélio uterino; (e) tecido conjuntivo fetal (mesénquima); (%) tecido conjuntivo
materno (estroma endometrial).

Figura 2. Imuno-histoquimica para a proliferacdo celular (PCNA), placentdnios bovinos de gestacdes
naturais aos 60 dias. a) A imunorreatividade foi detectada principalmente no epitélio fetal e uterino, com
maior evidéncia no epitélio fetal. b) Controle negativo de a. ¢) Detalhe em aumento 100x da figura anterior,
mostrando uma célula trofoblastica gigante binucleada com imunorreatividade nos dois nicleos. d) Controle
negativo de c. Célula binucleada com apenas um nucleo reativo (); célula binucleada reativa (seta cheia);
epitélio fetal (Ef); estroma endometrial (E); epitélio materno (Em).
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Figura 3. Imuno-histoquimica para a proliferacdo celular (PCNA); placentdnios bovinos de conceptos
clonados transgénicos, 60 dias de gestacdo. a) A imunorreatividade foi detectada principalmente no epitélio
fetal, e, como nos animais de gestacdo natural, observamos também a marcacéo especifica do anticorpo, no
qual apenas um nucleo da célula binucleada estava reativo (seta interrompida). b) Controle negativo de a. c)

Célula binucleada reativa representada pela seta cheia; célula binucleada com apenas um ndcleo reativo
(seta interrompida); epitélio fetal (Ef); estroma endometrial (E); epitélio materno (Em); M (mesénguima).

Ao observar as células trofoblasticas gigantes binucleadas algumas apresentaram marcacado
positiva de PCNA em um nucleo e o outro ndo (Figura 1c, 2c e 3c, 5a), e outras com os dois nucleos
marcados (Figuras 2a,c; 3a,c; 4a; 5a,b). A marcacdo especifica de apenas um nucleo pode ser
explicada pelo fato do nlcleo marcado estar na fase S do ciclo celular e o ndcleo negativo estar na
fase G2 do ciclo, ou também estes nucleos estarem em estagio imaturos de multiplicacdo do genoma
conforme relatado por Junqueira & Carneiro (2000). Células na fase G2 também foram visualizadas
por Faciootti et al. (2009) e Rici et al. (2011) em estudos com placentdnios bovinos aos 60-120 dias
de gestacéo.

Na idade gestacional natural aos 90 dias, a reagdo positiva do PCNA foi detectada no epitélio

fetal, e pouca marcacdo no tecido conjuntivo fetal (mesénquima) (Figura 4a,c). Esta menor
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intensidade de marcacdo pode ser devido ao equilibrio entre proliferacdo e apoptose celular, pois a
medida que o feto se desenvolve a proliferacdo diminui e a apoptose aumenta (Boss et al., 2003).
Porém nos placenténios bovinos de conceptos clonados transgénicos aos 90 dias de gestacdo foi
observado que a imunorreatividade foi intensa no epitélio e tecido conjuntivo fetal (mesénquima)
(Figura 5a,b), em relacdo a gestacdo natural, onde a marcacéo foi pouco evidente no mesénquima,
este resultado pode demonstrar uma possivel falha nos mecanismos de proliferagdo celular. Tal
periodo gestacional em condi¢Ges normais de desenvolvimento placentario € caracteristico pelo inicio
da reducéo da atividade proliferativa celular nos tecidos placentarios/fetais.

Rici et al. (2009) em estudos com bovinos de gestacéo natural e conceptos clonados no tergo
inicial da gestacdo, observaram que animais manipulados em laboratério tinham maior atividade
proliferativa comparado aos de gestacdo natural. Tais fendmenos podem estar associados a
placentacdo deficiente no inicio da gestacdo, insuficiéncia placentaria ou até mesmo falta de
maturacao placentaria no final da gestacdo, eventos que sdo comuns em manipulagdes in vitro de
embrides como a clonagem por transferéncia nuclear. Bertolini et al. (2007) relata que para ocorrer
um crescimento placentario adequado é necessario um conjunto de fatores, sendo um deles o
equilibrio entre proliferacéo, diferenciacdo e morte celular programada (apoptose) de acordo com

cada periodo gestacional.
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Figura4. Imuno-histoquimica para a proliferacéo celular (PCNA), placent6nios bovinos de gestagdes
naturais aos 90 dias. a) A imunorreatividade foi detectada principalmente no epitélio fetal. b) Controle
negativo de a. ¢) Detalhe em aumento 100x da figura anterior, mostrando uma célula trofoblastica gigante
binucleada, seta cheia. d) Controle negativo de c. Seta indicando o epitélio fetal; (x) epitélio materno, ()
tecido conjuntivo fetal (mesénquima); (%) tecido conjuntivo materno (estroma endometrial).

Ao visualizar as células gigantes trofoblasticas binucleadas e/ou multinucleadas dos
conceptos clonados transgénicos aos 90 dias, observou-se que parte destas células migraram para o
epitélio uterino, com a formagdo de “aspecto sincicial” (falso sincicio) (Figura 5b). Na Figura 5b
(elipse), por exemplo, uma parte da interacdo materno-fetal manteve-se integra, ndo estando separada.
Neste local, coincidentemente, formou-se o chamado “falso sincicio trofoblastico”, em que células
trofoblasticas gigantes binucleadas migram do epitélio fetal para o epitélio uterino, fusionando-se ou
ndo com estas Ultimas, formando células tri ou multinucleadas. Pereira (2004); Carvalho et al. (2006)
relataram que pode ocorrer fusdo de células epiteliais uterinas mediante essa movimentagéo, e formar

um evento caracteristico da placenta de bovinos que a classifica como sinepiteliocorial.
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Figura 5. Imuno-histoquimica para a proliferacdo celular (PCNA); placenténios bovinos de conceptos
clonados transgénicos, 90 dias de gestacdo. a) A imunorreatividade foi detectada principalmente no epitélio
fetal, e, como nos animais de gestacdo natural, observamos também a marcagdo especifica do anticorpo, no
qual apenas um nucleo da célula binucleada estava reativo (seta interrompida). b) Nesta fotomicrografia de

luz podemos observar a interagdo materno-fetal (elipse). Célula binucleada ndo-reativa (%); célula
binucleada reativa (seta cheia); mesénquima (M); epitélio fetal (Ef); estroma endometrial (E); epitélio
materno (Em).

Em suma, este trabalho verificou aumento visivel da marcagédo de proliferacdo celular mais
aos 90 dias de gestacdo, que nos leva a inferir um possivel desequilibrio nos padrdes de proliferacéo
celular nos conceptos bovinos clonados transgénicos, pois no inicio da gestacdo aos (60 dias)
apresentaram uma menor atividade proliferativa e no outro periodo (90 dias de gestagéo) visivelmente
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um aumento; este fato demonstrou que gestagdes manipuladas em laboratorio podem ser atipicas em
relacdo aos pardmetros normais que se espera de uma gestacdo natural. Sendo assim, tais gestacdes
podem ser menos eficientes para a viabilidade do embrido em termos de eficiéncia placentaria,
levando a menor érea de troca de substancias materno-fetais. Desse modo os resultados de verificacdo
da proliferagdo celular e seu entendimento sdo importantes requisitos para a compreensdo de
possiveis falhas no desenvolvimento gestacional em técnicas avancadas de manipulacdo

embrionarias, como a producdo de animais transgénicos e a clonagem animal.

4 CONCLUSOES

Mediante os resultados observados, a atividade proliferativa foi menor nos animais clonados
transgénicos aos 60 dias e, houve um aumento aos 90 dias de gestacdo, havendo assim um desbalanco
em relacdo as gestacdes naturais. Portanto concluiu-se que existem diferencas entre os padrdes de
proliferacdo celular entre os bovinos de conceptos transgénicos clonados e provenientes de 1A. Sendo
estes resultados de grande importancia para futuras pesquisas na area de biotecnologia animal,
podendo ser um dos fatores que ndo permitem que a clonagem seja utilizada com sucesso em alta

escala.
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