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Resumo

As células trofoblasticas binucleadas (CTBs) da placenta de bufalos (Bubalus bubalis), foram estudadas,
com énfase a presenca de receptores de progesterona. Tecidos placentomais de 27 bufalas (2-10 meses de
prenhez) foram processados ¢ embebidos em paraplast (Paraplast Embedding Media — Paraplast Plus) para
localizag¢do de receptores de progesterona, utilizando-se a técnica de imunohistoquimica. A reagdo de
imunohistoquimica para receptores de progesterona através de anticorpo monoclonal PgR Ab2 mostrou marca-
¢do de CTBs, células do epitélio e do estroma caruncular, e pericitos de vasos presentes nos placenténios ao
longo de todo o periodo gestacional analisado. Os resultados indicam a produgdo de progesterona com agdo
autocrina e paracrina no crescimento, diferenciac@o e regulagdo funcional.

Unitermos: trofoblasto, célula binucleada, receptor de progesterona, placentonio

Abstract

Immunolocalization of progesterone receptors in binucleate trophoblast cells of the buffalo placenta
(Bubalus bubalis). The binucleate trophoblast cells (CTBs) of the water buffalo placenta (Bubalus bubalis) were
studied with emphasis on the presence of progesterone receptor. Placentomal tissues from 27 buffalos (2-10
months of pregnancy) were processed and embedded in paraplast (Paraplast Embedding Media - Paraplast
Plus) to locate the progesterone receptors using the immunohistochemistry technique. The immunohistochemical
reaction for progesterone receptor through monoclonal antibody PgR Ab2 showed staining of CTBs, caruncular
epithelial and estromal cells and blood vessel estromal pericitos present in the placentome throughout the entire
gestational period analyzed. These results indicate the production of progesterone with autocrine and paracrine
action in the placentome growth, differentiation and functional regulation.
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Introdugao

Viarios estudos sobre as mudangas ocorridas na
placenta de ruminantes durante a gestagdo tém sido fei-
tos para melhor esclarecer o mecanismo de liberagdo
deste o6rgao do endométrio uterino (Ram e Chandra, 1984;
Kathiresan et al., 1992; Malard et al., 1996).

Sharma et al. (1982) descreveram a presenca de
células gigantes, positivas para reagdo de Schiff, na
caruncula e no epitélio trofoblastico da placenta, porém
ndo demonstrou a capacidade fagocitaria destas célu-
las, enquanto que Ram e Chandra (1984) descreveram,
no tecido epitelial uterino, a presenga ocasional de célu-
las gigantes.

Em vérios ruminantes como, por exemplo: ovinos,
caprinos, bovinos e cervideos, as células binucleadas sao
formadas a partir do 17° dia de gestag¢do no epitélio
trofoblastico. As células jovens ou binucleadas estdo
habitualmente situadas entre as células do trofoblasto
simples. Sdo chamadas assim, pois podem ser uni ou
multinucleadas, sendo a forma binucleada mais freqiiente.
Durante a formagdo das células trofoblasticas
binucleadas ocorre a divisdo nuclear de algumas células
colunares simples do epitélio trofoblastico sem necessi-
dade de diviso citoplasmatica, o que conta para a con-
di¢do binucleada ou multinucleada. As células
binucleadas migram para o epitélio caruncular forman-
do células gigantes. A divisdo citoplasmatica nunca ocor-
re nas células gigantes no epitélio caruncular, mostrando
sua incapacidade de proliferacdo (Winsatt, 1980). Estas
células possuem inicialmente um pequeno, porém denso
volume citoplasmatico, pequeno nimero de mitocondrias,
muitos polirribossomos e um extenso sistema de cister-
nas de reticulo endoplasmatico e, algumas vezes, apre-
sentam um grande complexo de Golgi e granulos carac-
teristicos contendo microvesiculas de densidade varia-
vel, quando observados em ultraestrutura. As células
binucleadas maduras apresentam-se completamente gra-
nuladas atingindo um consideravel tamanho (30 - 50mm)
muito proximas da superficie do epitélio trofoblastico
uninuclear (Wooding, 1982). Algumas destas células
desenvolvem-se muito, contendo cisternas do reticulo
endoplasmatico granular (REG) e do Golgi bastante pro-
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eminentes. Granulos ocupam 50% da area citoplasmatica
total (Wooding, 1992).

As células binucleadas possuem duas fungdes: for-
mar o sincicio materno/fetal, essencial para o sucesso da
implantacdo e subseqiiente desenvolvimento placentomal,
e produzir e liberar proteinas e hormonios esteroides. Es-
tes compostos sdo sintetizados convencionalmente no REG,
e vao para o Golgi e posteriormente sdo armazenados em
granulos durante o crescimento e maturagdo destas célu-
las (Wooding, 1992). Wooding e Wathes (1980) utilizaram
acido fosfotingstico (PTA) em pH 1,0 para estudos de
marcagdo de células binucleadas em ultraestrutura. Con-
seguiram boa marcagio e visualizagdo das mesmas, de-
monstrando que os granulos presentes nestas células eram
glicoproteinas basicas. Estes granulos apresentam con-
teudo proteico e glicoproteico, incluindo o hormdnio
lactogénico placentario (LP). Exocitose destes granulos
para areas de tecido materno tem sido observada. Os gra-
nulos, provavelmente, contém proteinas especificas da
gestacdo e seriam importantes sitios de esteroidogénese
(Flood, 1991).

A distribuicéio das células binucleadas na placenta
de ovinos varia conforme a observa¢do de diferentes re-
gides, onde sdo especialmente numerosas na extremida-
de do vilo, e moderadamente abundantes no corio, entre a
base do vilo. Em bovinos, estio presentes confinadas ao
cdrio, mas seus numeros relativos parecem aumentar gra-
dualmente a medida que a gestacdo avancga (Winsatt,
1980). Segundo Flood (1991), as células binucleadas, em
bovinos, constituem aproximadamente 10% das células
trofoblasticas nos dias 18° e 20° de gestacdo e 20% no
restante da gestacdo. Somente 20% destas células tém
capacidade de migrag8o. Apos a migracdo estas células
aparecem no epitélio uterino onde se fundem com as cé-
lulas epiteliais, formando as células multinucleadas gigan-
tes que correspondem a 50% da area do epitélio materno,
no 24° dia de gestagfo. Estes eventos sdo similares nas
ovelhas, mas, nas vacas, a atividade mitotica e o produto
residual das células maternas sdo menores, ocorrendo total
reconstitui¢do do epitélio uterino no caminho da migragio
deixado pela célula trofoblastica. Nas ovelhas isso ndo
ocorre. Proximo ao parto, o niimero de células binucleadas
cai para ' de seu total. As caracteristicas das células
binucleadas em cervideos sdo idénticas aquelas descritas
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por Wooding et al. (1996) apresentando, também, carac-
teristicas migratdrias, produ¢@o de hormdnios e capaci-
dade de fusdo (Wooding, 1980 e 1997). Esta caracteristi-
ca foi também observada em bufalos por Carvalho et al.
(2006), onde estas células foram caracterizadas
morfologicamente, quantificadas em diferentes periodos
gestacionais e submetidas a reacdes histoquimicas para
lectinas e imunohistoquimica para lactogénico placentario
(LP). O significado funcional desta multiplicagdo de
genomas por binucleagdo pode estar relacionado com o
aumento da capacidade de sintese, ocasionada pelo acrés-
cimo de genes copiados, necessarios, eventualmente, para
o aumento gradativo de niveis hormonais placentarios
(Klisch et al., 1999).

Duello et al. (1986) utilizaram técnicas de
imunohistoquimica para detectar e localizar o hormoénio
lactogénico placentario (bLP) nas células binucleadas
de bovinos. Duas das trés formas do hormonio ja foram
descritas em bovinos, a growth hormone (GH) (bGH) e
a prolactina (PRL) (bPRL). A imunocitoquimica para
bPL, utilizada para localizar bPL nos placentdnios bovi-
nos e medir a concentragdo de bPL no soro materno e
fetal, demonstrou que as células binucleadas apresenta-
ram marcac¢do no trofoblasto. Em outros cortes de
placentdnios, células binucleadas, se estendiam por todo
epitélio materno, entrando no mesmo plano das células
epiteliais, tanto em aposi¢do quanto em justaposicdo,
parecendo estarem inseridas ali (Duello et al., 1986).

Gross e Williams (1988) estudaram os placentdnios
bovinos durante o pré-parto (final de gestag@o) e pos-
parto, determinando a sintese de prostaglandinas pelas
células placentarias. Na fase do pré-parto, as células
trofoblasticas produziam predominantemente
prostaglandina E (PGE) proveniente do 4cido aracdonico
(AA). Ja as células trofoblasticas binucleadas, embora
exibissem uma menor capacidade de sintetizar
prostaglandina a partir do cido aracddnico, convertiam
prostaglandina 2o (PGF 20t) em prostaglandina E (PGE).

A sintese de progesterona pelas células binucleadas
da placenta de bovinos foi determinada por Reimers et
al. (1985) e confirmada por Ullman e Reimers (1989),
inicialmente através de cultura celular. O corpo liteo €
o responsavel pela producdo de progesterona e manu-
tencdo da gestacdo em bovinos. Porém a placenta tam-

bém tem um papel importante, embora temporario neste
processo. Através de imunohistoquimica foi detectada a
presenca de receptores para progesterona na regido dos
placentdnios e cartincula, além de reatividade no pericito
dos vasos carunculares (Shuler et al., 1999). A presenga
de receptores de progesterona na placenta bovina ja tem
sido ha tempo discutida no contexto da esteroidogénese
placentaria por Boss et al. (2003 e 2006).

Wooding et al. (1996) demonstraram que as célu-
las trofoblasticas binucleadas da placenta de ruminan-
tes apresentam caracteristicas especificas durante o
seu desenvolvimento, maturacdo e capacidade migra-
tdria, estando situadas tanto nas regides cotiledonarias
como nas intercotiledonarias. Preparados enriquecidos
com células binucleadas mostraram diferengas no me-
tabolismo de esteroides in vitro, fato este também ob-
servado nas espécies de origem (ovelha e cabra), de-
pendendo da localiza¢do anatomica destas células. Em
ovinos, o produto predominante da [*H] pregnenolona
nestas células foi a progesterona ¢ em cabras ¢ a 5f3-
pregnona-30, 20adiol e ambos apresentaram quanti-
dades proporcionais em relagdo ao niamero de células
binucleadas. Estes resultados foram similares para cé-
lulas binucleadas derivadas das regides cotiledonarias
e intercotiledonarias. Estes estudos indicaram presen-
ca de regides funcionalmente especializadas na pla-
centa, enfatizando a atividade multifuncional das célu-
las binucleadas em ruminantes.

Wischral et al. (2001a e 2001b) descreveram que,
em bovinos, ocorre retengdo placentaria quando ocor-
rem falhas na esteroidogénese devido, por exemplo, a
mecanismos antioxidantes deficientes, como uma me-
nor atividade da enzima antioxidante SOD (superoxido
dismutase), menor concentra¢do de estradiol 173 por
variar no parto, menor sintese de prostaglandinas, ele-
vadas concentra¢gdes de PGEM (metabolito da
prostaglandina E, Biciclo PGE,) ou maior concentragdo
dos acidos linoléico e aracddnico nas carunculas, o que
também indica deficiéncia na sintese de prostaglandinas
por alteracdo da ciclooxigenase.

O presente trabalho teve por objetivo verificar a
presenca de receptores para progesterona nas células
trofoblasticas binucleadas (CTBs) através de
imunohistoquimica, visando a esclarecer aspectos fun-
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cionais destas células dentro da esteroidogénese
placentaria na espécie bufalina.

Material e Métodos

Para a realizagdo desse trabalho foram utilizadas
fémeas bufalinas prenhes, em diferentes fases da gesta-
cdo. Estes animais eram provenientes de abatedouros de
Feira de Santana (BA), Pirassununga (SP), Aguai (SP) e
Belém (PA) ndo tendo sido possivel a determinagdo da
idade das fémeas abatidas. Os cornos uterinos foram aber-
tos e as fases de prenhez estimadas através de medidas
cefalococcigeas fetais (CR= “Crown-rump”) seguindo os
parametros utilizados por Abdel-Raouf (1969). De acor-
do com o CR obtido, os animais prenhes foram divididos
em grupo [ —n =9 (60 a 180 dias de prenhez), grupo II —
n=13(210-270 dias de prenhez), grupo Il —n=5 (271 a
318 dias de prenhez), totalizando 27 amostras.

O utero destes animais foi invertido e as areas de
interesse foram isoladas e perfundidas com 4%
parafolmaldeido (Sigma Chemical Co. USA) em PBS
(Dulbecco's phosphate buffer saline, Gibco Co, USA)
0,1 M pH 7,4. A seguir, os placentonios préximos ao feto
foram coletados, recortados em fragmentos de aproxi-
madamente lcm de espessura ¢ imersos no mesmo
fixador utilizado para perfuséo.

Processamento para embebicao em parafina

As amostras foram desidratadas em gradientes de
concentragdes crescentes de etanol (70 a 100%),
diafanizadas em xilol € embebidas em parafina (Paraplast
Embedding Media — Paraplast Plus) de acordo com
Tolosa et al. (2003). Cortes com Sum de espessura, obti-
dos em um micrétomo (LEICA 2165), foram coletados
em laminas silanizadas (Silano-Sigma Chemical Co.,
USA) e mantidos em estufa a 40°C por 24 horas.

Reacao imunohistoquimica

Os cortes foram desparafinizados, hidratados e a
peroxidase celular endogena foi bloqueada com perdxido
de hidrogénio 3% em metanol (dois banhos de 10 minutos
cada). Em seguida, foram imersos em tampao citrato pH
6,0 e irradiados em microondas na poténcia maxima por 4
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ciclos de 5 minutos para recuperacéo antigénica. A seguir,
foram lavados em 4gua corrente e destilada e reequilibrados
em PBS pH 7.4. Procedeu-se, entdo, a incubagdo com
anticorpo monoclonal produzido em camundongo diluido na
propor¢do de 1:60 em PBS 0,1 M, pH 7,4 — (Lab vision-
Neomarkers — PgR Ab2- progesteron receptor (Clone
hPRa 2) durante 12 horas em camara fria e imida a 5°C.
Os cortes foram entdo lavados em PBS (trés banhos de 5
minutos cada) e foram submetidos a incubagdo com o
anticorpo secundario biotinilado anti-camundongo
(Biotinylated anti-mouse IgG (H+L) Vector USA) dilui-
do 1:200em PBS 0,1 M, pH 7,4 por 30’ em camara imida
a temperatura ambiente. Foram lavados em PBS (trés ba-
nhos de 5 minutos cada) e incubados com o complexo ABC
(Vector USA) diluido em PBS 0,1M, pH 7,4, por 30 a 45
minutos em camara umida a 37°C. Foram lavados em PBS
0,1M, pH 7.4 (trés banhos de 5 minutos cada) e revelados
com DAB (Diaminobenzidine-Sigma- USA) 0,06g em 10
ml de PBS 0,1M, pH 7,4 adicionada de 120 ml de peréxido
de hidrogénio 30V (volumes) por 3 a 7 minutos. A seguir,
apos lavagem em agua corrente e destilada, foram
contracorados por hematoxilina de Harris. Controles fo-
ram realizados em iguais condi¢des, omitindo-se a incuba-
¢do com anticorpo primario.

Resultados

A reagdo imunohistoquimica para receptores de
progesterona foi positiva nos nucleos das células binucleadas
trofoblasticas presentes nas amostras dos grupos: [-n=9
(60 a 180 dias de prenhez, figuras la e 1b), grupo Il —n=
13 (210-270 dias de prenhez, figuras 1c e 1d) e grupo 111 —
n=>5 (271 a 318 dias de prenhez, figuras le e 1f).

A marcacdo positiva para as células binucleadas
foi constante nos diferentes periodos gestacionais estu-
dados, sendo que, no grupo I, cujos animais estavam em
inicio da gestagdo (60 dias), a reatividade ao anticorpo
foi forte somente nas células trofoblasticas binucleadas
demonstrando assim a presenc¢a de receptores de
progesterona nestas células (Fig. 2b). Nesta fase, po-
rém as células estromais e dos pericitos maternos apre-
sentaram baixa ou nula reatividade ao anticorpo empre-
gado neste estudo.
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FIGURA 1: As fotomicrografias de 1a 1c e le (controles) e 1b, 1d e 1f mostram imagens da reagdo imunohistoquimica para receptores de
progesterona nos nuicleos das células binucleadas dos placentonios de bufalas. Trofoblasto (t); Epitélio uterino (e); Células
binucleadas (seta cheia). Barra =20um. Grupo I - n=9 (60 a 180 dias de prenhez, figuras la e 1b), grupo Il —n= 13 (210-270
dias de prenhez, figuras 1c e 1d), grupo Il —n=15 (271 a 318 dias de prenhez, figuras le e 1f).
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No grupo 11, a reatividade das células binucleadas
foi também bastante forte ao anticorpo, sendo que a
reatividade das células estromais das células do pericito
materno foram de moderadas a forte neste periodo
gestacional (210-270 dias).

A observacdo das células do trofoblasto e estroma
do grupo III com 271-318 dias de gestacdo, apos a rea-
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¢do imunohistoquimica, revelou intensa reatividade das
células trofoblasticas binucleadas, do epitélio caruncular,
células do estroma e pericitos dos vasos maternos, indi-
cando maior expressdo destes receptores nestas regi-
des na fase final da gestacdo (Figuras 2b, 2d e 2f).

Células gigantes, oriundas da fusdo das células
trofoblasticas, bi ou multinucleadas com as células do

FIGURA 2: As fotomicrografias de 2a 2c e 2e (controles) e 2b, 2d e 2f mostram imagens da reagdo imunohistoquimica para receptores de
progesterona nas células do epitélio caruncular, células estromais e pericitos dos vasos maternos (estromais). Trofoblasto (t);
Epitélio caruncular (ec); Células estromais (e); Pericito de vasos maternos (seta cheia); Vasos (v); Células gigantes no epitélio
caruncular (seta vazia); Mesénquima (m). Barra = 20pm. Grupo I —n =9 (60 a 180 dias de prenhez, figuras 2a e 2b), grupo II
—n =13 (210-270 dias de prenhez, figuras 2c e 2d), grupo IIl —n =5 (271 a 318 dias de prenhez, figuras 2e ¢ 2f).
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epitélio caruncular, foram observadas, apresentando alta
reatividade do lado materno em todas as fases
gestacionais estudadas (Figura 2b, 2d e 2f).

Discussao

As células trofoblasticas binucleadas (CTBs) pre-
sentes nos placentonios de bufalos, mostram grande
similaridade com as de bovinos. Freqiientemente, as
CTBs em bovinos se fundem com as células epiteliais
uterinas e como resultado desta fusdo ha a formagéo
de células trinucleadas ou multinucleadas gigantes
(Wooding, 1992). Estas células tri ou multinucleadas
entram em processo de apoptose logo apds a fusdo.
Este fenomeno de fusdo celular, comum entre os
bufalinos e bovinos, pode estar relacionado com a pro-
ximidade filogenética, sendo, ambas, da familia Bovidae
(Hassanin e Douzery, 1999; Ritz et al., 2000). Apesar
disto, existem claras diferencas entre as espécies como,
por exemplo, o cariotipo do bufalo que é 2n=50 (Hsu e
Benirschke, 1970) e o do bovino que € 2n =60 (Hsu e
Benirschke, 1967). A gestacdo do bufalo € 3-4 sema-
nas mais longa que a do bovino (Andersen e Plum, 1965).
Além disso, a formacdo de células hibridas gigantes tri
ou multinucleadas foi observada em cervideos
filogeneticamente distantes dos bufalos (Wooding et al.,
1997). Da mesma forma na cabra e na ovelha, gran-
des sincicios sdo formados pela invasdo das CTBs
(Wooding, 1992), sugerindo que o fendmeno da forma-
¢do de células multinucleadas ou sinciciais seja um
evento comum relacionado ao tipo de placentagido do
que com a proximidade genética.

Por outro lado os resultados positivos para recep-
tores de progesterona nos placentdnios de bufalos du-
rante as diferentes fases de gestacdo assemelham-se
aos achados de Schuler et al. (1999), em bovinos, o que
pode ser decorrente da proximidade filogenética entre
estas duas espécies. Nos bufalos, as células trofoblasticas
binucleadas mostraram-se fortemente marcadas sendo
que algumas células do epitélio trofoblastico simples e
do epitélio caruncular também apresentaram a marca-
cdo. O fato de algumas células trofoblasticas
uninucleadas apresentarem reatividade pode estar rela-
cionado ao desenvolvimento destas células a partir do
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epitélio trofoblastico simples de onde se originam, como
descrito por Winsatt (1980).

Segundo Shuler et al. (1999) o corpo luteo é o res-
ponsavel pela produgdo de progesterona e manutencao
da gestacdo em bovinos temporariamente no inicio da
gestago, porém a placenta posteriormente tem um pa-
pel importante nesta biossintese e secre¢@o. Através de
imunohistoquimica estes autores detectaram a presenca
de receptores para progesterona no trofoblasto e no
epitélio caruncular e pericitos dos vasos carunculares
durante os periodos de 150-, 220-, 240-, 270 dias de ges-
tacdo em bovinos. Os nossos dados, encontrados em
bufalos, coincidem temporal e topologicamente com aque-
les descritos em bovinos.

Tendo em vista que as células binucleadas nos bo-
vinos sintetizam progesterona (Reimers et al., 1985;
Ullman e Reimers 1989) e possuem receptores de
progesterona (Boss et al., 2003 e 2006), a semelhanca
com bufalinos, a co-expressdo de progesterona e seu
receptor sugere uma agido autocrina nas células
trofoblasticas binucleadas e paracrina nas células do
endométrio caruncular. Estas células, com receptores
de progesterona presentes na placenta tanto do lado fetal
quanto do materno ao longo da gestagdo, demonstram a
importancia da progesterona na manuten¢io da
homeostasia da interface materno-fetal, atuando na di-
ferenciagfo, crescimento e regulacdo placentaria.
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