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Uma caracteristica singular do desenvolvimento precoce dos mamiferos é a provisdo de
nutrientes do organismo materno por intermédio da placenta. Para o feto, a placenta
consiste na combinacdo, em apenas um 0rgado, de muitas atividades funcionais, que no
adulto sdo separadas e, além disso, possui um intenso metabolismo. O objetivo deste estudo
serd caracterizar se a placenta bovina realiza gliconeogénese, que consiste em uma via
metabdlica capaz de sintetizar D-glicose a partir de compostos que ndo sdo carboidratos,
como a aanina, lactato, glicerol e &cido propiénico. A gliconeogénese foi demonstrada na
placenta de ratas e de mulheres, mas ndo h& nada descrito em bovinos. Este estudo
propiciou informagdes do metabolismo normal da placenta, as quais poderéo ser Uteis no
entendimento de alteracbes no suprimento de substratos ao concepto. Um exemplo de tais
dteragbes é a “Sindrome dos Bezerros Absolutamente Grandes’, onde bezerros
provenientes da técnica de produc&o in vitro (PIV) €ou cultivo in vitro (CIV) de embrides
freglientemente apresentam ato peso ao nascer. Esse crescimento acelerado é
especificamente pré- natal e os mecanismos responsaveis pela sindrome sdo desconhecidos.
Na procura de uma explicacdo fisiologica para um problema que € primariamente pré-natal,
alteracbes na funcdo placentéaria causadas pelas técnicas de PIV e/ou CIV fornecem um
papel [6gico.

Para redizar este estudo avaliamos a expressdo génica na placenta das trés enzimas
gliconeogénicas  frutose-1,6-bisfosfatase  (F1,6B), glicose-6-fosfatase (G6P) e
fosfoenolpiruvatocarboxiquinase (PEPCK) em 15 fémeas bovinas nos trés tercos
gestacionais. O RNA tota dos fragmentos de placenta foi isolado pelo método Trizol a
partir do qual sintetizamos o cDNA (DNA complementar) através da reacdo em cadeia da
polimerase apds transcricdo reversa(RT-PCR). Em seguida amplificamos os fragmentos de

cDNA correspondentes a0 mRNA das trés enzimas gliconeogénicas pela reacdo em cadeia



da polimerase (PCR). Paraisso foram sintetizados seis oligonucl eotideos senso e anti-senso
respectivamente, desenhados a partir de seqiiéncias especificas para bovinos (Bos Taurus),
obtidos do banco de dados do NCBI: F1,6B (TCCTCTCCAATGACCTGGTT) /
(CTTTCCACTGGGGCTTTTCT); G6P (CTTTTGGTGGGTCCATGAGT) /
(GCCGCTCACACCACTTAGAG); PEPCK (GGAGGAGGGTGTGATCAAGA) [/
(GTGGAGGCACTTGACGAACT). Os fragmentos de tamanho esperado foram
observados nos trés periodos gestacionais, bem como no figado que foi utilizado como
controle positivo e resolvidos em gel de agarose 1%. Estes fragmentos foram clonados
utilizando-se o Kit TOPO TA Cloning e sequenciados, confirmando as sequéncias
esperadas de amplificagdo. ApoOs a confirmagdo da expressdo génica das trés enzimas
gliconeogénicas, partimos para a andise protéica. Para isso parte da seqiiéncia peptidica de
cada enzima foi sintetizada e inoculada em camundongos para obtencdo do soro com
anticorpos especificos, e em seguida serem utilizados no teste Western Blot que atualmente
encontra-se em andamento.
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