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INTRODUCAO

Ao contrério da necrose, a apoptose € um tipo de morte celular dependente de
energia e sintese protéica. Tanto a proliferacdo celular quanto a apoptose desempenham
papel importante na funcdo placentaria. Ambos 0s processos sdo inversamente
proporcionais ao longo da gestacdo (Boos et al., 2003). A regulagdo e execucdo da
apoptose € atribuida principalmente a duas grandes familias de proteinas: A Bcl-2 e as
Caspases.

Um dos principais eventos na apoptose é a ativacdo das caspases, as quais
medeiam a maioria das mudancgas morfol6gicas observadas no processo. As caspases
sdo proteases do tipo cisteina que desempenham um papel fundamental nas clivagens
proteoliticas do processo apoptotico. Atualmente ja estdo descritas 12 tipos de caspases
em mamiferos classificadas em dois principais grupos: Caspases iniciadoras (Caspases -
1,-2,-4,-5,-8, -9, -10, -11 e -12) e Caspases efetoras (Caspases 3, -6 e -7).

A familia de proteinas Bcl-2 esta subdividida em dois grupos: pré-apoptéticas
(Bax, Bad, Bid, Bcl-xS, Bak, Box, Bik, BlIk, Bim, Hrk, BNIP3), localizadas
principalmente na membrana externa da mitocondria; e anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-xl,
Al, Mcl-1), localizadas no envelope nuclear e no reticulo endoplasmatico. A proporcao
entre proteinas pro e anti-apoptoticas € que determina se a célula entrara ou ndo em
apoptose.

A justificativa desta tese é elucidar os mecanismos da apoptose envolvidos na
maturacdo da placenta bovina, bem como suas vias de ativagéo.

Esta tese objetivou avaliar quantitativamente a apoptose na placenta de vacas em
diferentes idades gestacionais. Analisou-se a expressdo de genes pro e anti- apoptdéticos,
como: Bcl-2, caspases 3 e 8, visando a esclarecer o envolvimento destes na via
apoptotica ativada na maturacdo placentaria.

Esta tese esta estruturada na forma de capitulos, sendo que o primeiro capitulo é
uma revisao de literatura, que foi submedita para publicacdo na PubVet, PublicacGes em
Medicina Veterinaria e Zootecnia, 0 segundo capitulo trata-se de um artigo, que ja foi
publicado no Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (v.62, n.2, p.258-

264, 2010), e enfoca a anélise da expressdo do mMRNA dos genes das caspases 3 e 8 e
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de Bcl-2, mediante a técnica de quantificacdo relativa da RT-PCR em tempo real na
placenta de vacas em diferentes estdgios de gestacdo, comparando com o indice
apoptdtico obtido através da histomorfometria em laminas coradas pela hematoxilina-
eosina e pela reacdo de TUNEL. O terceiro capitulo € um artigo submetido para
publicacdo na Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira, que enfoca bioquimica e
morfologicamente a apoptose em placenta de vacas em trés diferentes estagios de
gestacdo através de eletroforese do DNA em gel de agarose e da imunomarcacdo das
proteinas produzidas pela expressdao dos genes Bcl-2, Bax e caspase 3, através de

imunoistoquimica e a relagdo de Bax: Bcl-2.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar a apoptose no processo de maturacdo placentéaria, em placentomos de vacas

com diferentes idades gestacionais.

Objetivos especificos:

Desenvolver iniciadores especificos de oligonucleotideos para
transcricdo reversa (RT) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real de regides alvos dos mRNAs de caspase 3, caspase 8 e bcl-2.
Determinar a expressdo de genes caspase 3, caspase 8 e bcl-2 no
trofoblasto de vacas em diferentes idades gestacionais

Correlacionar a fragmentacdo internucleossbmica com o indice
apoptético do trofoblasto de vacas em diferentes idades gestacionais.
Detectar a apoptose no trofoblasto de vacas em diferentes idades
gestacionais através da imunoistoquimica de caspase 3, bcl-2 e bax.
Determinar a relagdo Bax:Bcl-2 no trofoblasto de vacas em diferentes
idades gestacionais.
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APOPTOSE NA MATURAGAO DA PLACENTA BOVINA:
REVISAO DE LITERATURA

APOPTOSIS IN THE MATURATION OF BOVINE PLACENTA:
REVIEW
(Submetido e adaptado para PubVet)

Karina Kelly de Oliveira Luguesi Mega?!, Helen Lima Del Puerto?,

Anilton Cesar Vasconcelos?

! Doutoranda em Patologia Geral da Universidade Federal de Minas
Gerais

2 Doutora em Patologia Geral da Universidade Federal de Minas Gerais

3 Professor Titular - Coordenador do Laboratorio de Apoptose,
Departamento de Patologia Geral, Instituto de Ciencias Biologicas da
UFMG

RESUMO. Tanto a proliferacdo celular quanto a apoptose
desempenha papel importante na funcdao placentaria. Ambos os
processos sao inversamente proporcionais ao longo da gestacao. A
regulacao e execugdo da apoptose é atribuida principalmente a duas
grandes familias: A Bcl-2 e as Caspases

TERMOS DE INDEXACAO: bovino, apoptose, placenta, caspase 3, Bcl-
2, bax

ABSTRACT. Both cell proliferation and apoptosis play important role
in placental function. Both processes are inversely proportional
throughout pregnancy. The regulation and execution of apoptosis is
attributed mainly to two large families: The Bcl-2 and Caspases.

INDEX TERMS: cattle, apoptosis, placenta, caspase 3, Bcl-2, bax
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REVISAO DE LITERATURA

A placenta bovina e sua maturacao

Durante a gestacdo sao formadas entre 70 a 120 carunculas no
endométrio bovino (Marques Junior et al., 1993). As carunculas
compdem a parte materna da placenta, sendo recobertas pelas
membranas fetais que crescem e se expandem para dentro do lume
uterino, formando estruturas fetais irregulares, que sao conhecidas
como cotilédones (Schafler et al., 2000). Os componentes fetais se
constituem de endotélio, mesénquima e trofoblasto. Os maternos sao
epitélio uterino, tecido conjuntivo e endotélio (Ramsey, 1982). Entre
os cotilédones ha areas de tecido coridonico liso (Ramsey, 1982).
Assim, a placenta bovina é classificada como cotiledonaria (Wooding,
1992), epiteliocorial ou sinepiteliocorial, vilosa (Ramsey, 1982),
devido a presenca dos vilos; nao deciduada, por que as partes
materna e fetal podem ser separadas sem causar danos a mucosa
uterina apds o parto (Bjorkman, 1970; Steven, 1975).

Com o crescimento placentario, os cotilédones projetam vilos
coridnicos que se interdigitam com as criptas carunculares formando
a unidade funcional da placenta, o placentomo (Amoroso, 1952;
Steven, 1975). Essas interdigitacdes aumentam a superficie de
contato entre o tecido fetal e materno (Steven; Morris, 1975).
Segundo King et al. (1982), com a invasao dos vilos, os placentomos
crescem aproximadamente cinco mil vezes, involuindo préximo ao
parto.

Vilos coribnicos sdo cones mesenquimatosos vascularizados,
revestidos por células trofoblasticas cuboidais ou células principais
mononucleadas e células gigantes com dois ou mais nucleos
(Bjoérkman, 1970; Jainudeen e Hafez, 1993).

As células trofoblasticas cuboidais mononucleadas possuem
nucleos arredondados com grandes nucléolos. As células gigantes

possuem nucleos esféricos, amplamente separados, com nucléolos
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evidentes e citoplasma abundante. O epitélio da cripta uterina é
cubico ou achatado. Suas células possuem nucleos esféricos e
nucléolos bem evidentes (Bjorkman, 1969).

Durante a gestacdo, as células binucleadas coridnicas migram
do epitélio coridnico para se fundir com as células epiteliais uterinas.
Essa fusdo origina células multinucleadas. Com isso, forma-se um
epitélio materno-fetal hibrido, explicando a classificacdo em placenta
sinepiteliocorial (Wooding, 1992).

A liberacdo da placenta apds o parto envolve a perda da adesao
materno-fetal e ocorre somente apds a maturacdo do placentomo. As
contragdes uterinas durante o parto ajudam mecanicamente a
eliminacao placentaria. Um fator determinante na liberacao é a
desagregacao da vilosidade materno-fetal (Bjorkman, 1969).

O processo de maturacao placentéaria envolve o achatamento do
epitélio nas carinculas maternas, que ¢é intensificado 3 a 5 dias antes
do parto (Grunert, 1984) e a diminuicdo do numero de células
binucleadas do trofoblasto e células epiteliais das carunculas
maternas (Santos, 1995; Wango et al., 1992). O feto aparentemente
participa da manutencdao da populacdao de células binucleadas
(Wooding, 1992) e as alteracdes hormonais antes do parto parecem
favorecer a diminuicdo dessas células (Martins, 1999). O niumero de
células nas criptas carunculares declina a partir dos 270 dias de
gestacdo (Barreto Filho e Marques Junior, 1993; Woicke et al., 1986).

A reducao do suprimento sangiiineo das carinculas maternas e
da circulacao placento-fetal ajuda na desagregacao feto-maternal
apo6s o parto. As vilosidades coriOnicas tornam-se menos aderidas as
criptas carunculares devido aos periodos alternados de hiperemia e
isquemia e as enzimas proteoliticas, tais como a colagenase, que
diminuem a adesao da matriz extracelular na interface materno-fetal
(Jeffrey et al., 1991).

A liberacao fisiolégica da placenta ocorre geralmente entre 3 a

6 horas apds o parto. A protedlise do cotilédone e a diminuicdo da
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adesividade na interface caruncula-cotilédone resultam na liberagao
da placenta. As colagenases sao capazes de reduzir a viscosidade
especifica do coldgeno. A atividade dessas enzimas durante a
liberacdo da placenta é aumentada nas Vvilosidades de vacas
saudaveis e diminuida em vacas com retencdo placentaria (Gross et
al., 1985).

A progesterona é o antagonista direto das contracdes uterinas
induzidas tanto pela ocitocina quanto pelas prostaglandinas. No dia
anterior ao parto as concentracdes plasmaticas de progesterona caem
acentuadamente (Hafez e Jainudeen, 1995).

Segundo Gross et al. (1986), a administracao de PGF2a uma
hora antes do parto previne a retencdo de placenta. As células
binucleadas dos vilos coridnicos sao a principal fonte de producao de
prostaglandinas na placenta, a partir do acido araquidonico (Gross e
Williams, 1988).

Com o aparecimento das contracdes uterinas ha a compressao
mecanica dos placentomos induzindo o relaxamento das vilosidades
coridnicas o qual favorece o desprendimento dos cotilédones (Challis
e Lye, 1994). Em seguida, com a presenca de contracdes abdominais,
o feto é forcado para o interior da pelve e os placentomos sao
comprimidos contra o feto pela pressao da parede abdominal e
contragoes uterinas. Apds a expulsdo fetal o fluxo sangiineo umbilical
é interrompido. Com isso ha isquemia dos vilos coriGnicos e contragao
dos capilares facilitando a separagao entre os vilos e as criptas. Nesse
estagio, as contragdes uterinas diminuem de amplitude, mas
permitem a liberacdao da placenta (Hafez e Jainudeen, 1995).

Segundo Woicke et al. (1986), disturbios no processo de
maturacao podem resultar na retencdao placentaria. Esses autores
demonstraram experimentalmente que vacas com parto normal
apresentavam o epitélio materno descontinuo com intenso
achatamento e diminuicdo do niumero de células maternas. Por outro

lado, animais com retencdao apresentaram o epitélio das criptas
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carunculares continuo e com células cuboidais, indicando auséncia de
maturacao. A retencao de placenta (RP) ou retencao das membranas
fetais & conceituada como a auséncia da separacdao da caruncula
materna (retencdo primaria), ou a dificuldade mecanica em expelir a
membrana fetal ja separada (retencdo secundaria) (Eiler, 1997).

Em bovinos, a recuperacao do trato reprodutivo no periodo pods-
parto possibilita o aumento da eficiéncia reprodutiva e
conseqientemente melhor desempenho da atividade pecuaria. A
expulsdao placentaria no tempo normal e a adequada involugao
uterina possibilitam, juntamente com outros fatores, o retorno a
atividade ovariana luteinica ciclica pds-parto. Com isso ha um rapido
restabelecimento do ambiente uterino para uma nova gestacgao
(Martins, 1999).

E dificil definir precisamente a retencdo patoldgica da placenta
considerando-se o tempo decorrido apds o parto (Laven e Peters,
1996). As escalas de tempo usadas variam entre 6 e 71 horas (Van
Werven et al., 1992). Segundo Eiler (1997), os efeitos danosos a
performance reprodutiva, producao de leite, doengca pds-parto e taxa
de abate sao principalmente detectados quando a retencao excede o
periodo de 12 horas.

A incidéncia da RP em bovinos é muito variavel, pois depende
de como é definida e do pais de origem (Laven e Peters, 1996).

A RP ocorre com freqliéncia em vacas leiteiras levando a
transtornos reprodutivos no periodo pos-parto. Os efeitos da RP na
fertilidade podem ser divididos em efeitos diretos e indiretos. O
principal efeito direto da RP é o aumento no intervalo entre partos
(Borsberry e Dobson, 1989; Erb et al., 1981). Os efeitos indiretos da
RP na fertilidade estdo associados com o desenvolvimento de metrite
(Curtis et al., 1985).

A placenta retida é isquémica, hipdxica e carente de nutrientes.
No entanto, ela continua metabolicamente ativa por varios dias. Na

presenca de estresse metabdlico, liberam-se mediadores bioquimicos
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gue causam imunossupressao no utero (PGE2), aumento da
permeabilidade vascular (histamina e prostaglandinas), aumento da
atividade lisossébmica (protedlise), danos endometriais (liberacdao de
histaminas por mastdcitos) e reducdao da quimiotaxia e migracao de
leucdcitos. A associacdao desses fatores pode levar a metrite e a
conseqliente diminuicdao da fertilidade (Eiler, 1997).

Segundo Holm et al., (1964), a gestacao prolongada pode levar
a RP por ocasionar mudancas proliferativas no epitélio caruncular
gue, mecanicamente, impediriam a liberacao da placenta. Da mesma
forma, por deficiéncia mecanica de liberagcdo, a placentite e a
cotiledonite podem favorecer a RP. Metrite aguda pos-parto (ex.: pelo
Actinomyces pyogenes) pode levar a inércia uterina, RP e placentite
(Laven e Peters, 1996).

Apoptose

Ao contrario da necrose a apoptose € um tipo de morte celular
dependente de energia e sintese protéica (Kerr e Searle, 1972). Em
organismos multicelulares a homeostase é mantida através do
balanco entre proliferagao celular e apoptose (Li e Yuan, 2008). A
apoptose tem grande importéncia fisiolégica ao participar no
desenvolvimento embrionario e na organogénese, na renovagao de
células epiteliais, na involucao ciclica dos 6rgdos reprodutivos na
senilidade, na hipotrofia induzida pela remocao de fatores de
crescimento ou de hormdnios, na involucdao de alguns 6rgdos e ainda
na regressdao de tumores (Kerr, 1999). Desta forma, € um tipo de
morte desejavel, programada e seletiva, que envolve células isoladas
sendo regulada intrinseca e extrinsecamente (Mcconkey, 1993).

Morfologicamente ocorre redugcdao do volume celular,
condensacao da cromatina (picnose), modificagdes no citoesqueleto
com formacao de bolhas (“blebbings”), fragmentacdo do DNA em

regides especificas (nucleossomos) e fragmentacdo de nlcleos e
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organelas envoltos por membrana que formam os corpos apoptéticos
(Alisson e Sarraf, 1992; Wyllie et al., 1980)

A condensacdo da cromatina inicia-se na regidao periférica do
nucleo, se assemelhando a meia lua ou ferradura de cavalo. O DNA
picnotico exibe uma hipercromasia corando-se intensamente com
sondas fluorescentes. O envelope nuclear desintegra-se, e as
lamininas sofrem degradacao proteolitica, seguida de fragmentacao
do nucleo (cariorrexe) (Darzynkiewicz et al., 1997).

A ativacdao de nucleases é a responsavel pela clivagem do DNA
entre os nucleossomos gerando fragmentos de 200 pares de bases ou
multiplos deles, o que permite que o DNA de uma célula apoptoética
tenha forma de “escada” quando analisado em eletroforese de gel de
agarose (Saraste, 1999).

Além da preservacao da integridade estrutural e funcional da
membrana plasmatica na fase inicial da apoptose ha também
preservacdo das organelas celulares (mitocondria e lisossomos).
Ocorre também mobilizagdao do ion calcio intracelular, diminuicdo de
microtubulos e desorganizacdo de fosfolipideos na membrana
plasmatica, permitindo a translocacao de fosfatidilserina (PS) da
superficie interna da membrana para a superficie externa

(Darzynkiewicz et al., 1997).

Vias de ativacao da apoptose

Um dos principais passos da apoptose é a ativacao das
caspases, as quais medeiam a maioria das mudancas morfoldgicas
observadas no processo. As caspases sao proteases do tipo cisteina
gue desempenham um papel fundamental nas clivagens proteoliticas
do processo apoptético (Chang e Yang, 2000; Grutter, 2000). Estas
proteinas sdo sintetizadas na sua forma inativa (pro-caspases) e sao
ativadas (caspases) apds sinais de morte celular (Spanos et al.,
2002).
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Atualmente ha descrito 12 tipos de caspases em mamiferos
classificadas em dois principais grupos: Caspases iniciadoras
(Caspases -1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11 e -12) e Caspases efetoras
(Caspases 3, -6 e -7). As caspases iniciadoras possuem um
prodominio longo que contém uma regido de interacdo proteina-
proteina, que pode ser o dominio DED (dominio efetor de morte) ou o
CARD (dominio de recrutamento de caspase) (Fig. 1). As caspases
efetoras com um prodominio curto (Fig. 1) desempenham um papel
na fase de execucgdo clivando varios tipos de substratos celulares, e
sao tipicamente ativadas pelas caspases iniciadoras, que iniciam o
processo de morte. Apos a ativagcdo das caspases efetoras o
mecanismo de ativacao da apoptose torna-se irreversivel (Li; Yuan,
2008).
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FIGURA 1 - Estrutura e organizacao dos dominios das caspases de
mamiferos, e a localizacdo dos centros cataliticos (L1-L4).
(Fonte: J. Li and J. Yuan, Caspases in apoptosis and
beyond, 2008, Oncogene, v. 27, 6194-6206).

Porém, a apoptose pode também ocorrer independentemente
da ativacao de caspases (Donovan e Cotter, 2004).

Para melhor compreensao pode-se dividir a ativacao da
apoptose em duas vias: a via extracelular (via extrinseca) e a

intracelular (via intrinseca).
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A via extrinseca da apoptose, também conhecida como “via do
receptor de morte” é iniciada por sinais externos a célula, como
radicais livres, agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos que vao
estimular os receptores da superficie celular. Os receptores de morte
sao proteinas da familia transmembrana tipo I, caracterizados pela
presenca de repeticdes ricas em cisteina no dominio extracelular e
pelo médulo de interacao proteina-proteina conhecido como dominio
de morte (DD) (Fig. 2). Os membros da familia de receptores de
morte incluem o receptor do fator de necrose tumoral 1 (TNFR1 -
também conhecido como DR1, CD120a, p55 e p60), Fas (também
conhecido como DR2, APO-1 e CD95), DR3 (também conhecido
como APO-3, LARD, TRAMP e WSL1), receptor relacionado ao ligante
indutor de apoptose TNF 1 (TRAILR1 - também conhecido como DR4
e APO-2), TRAILR2 (também conhecido como DR5, KILLER e
TRICK2), DR6, receptor ectodisplasina A (EDAR) e receptor do fator
de crescimento do nervo (Lavrik et al., 2005).

A ligagao ao receptor de morte do ligante (como por exemplo o
receptor Fas e seu ligante FasL), cliva a pré-Caspase 8 que forma
Caspase 8, a forma ativa dessa proteina iniciadora, que ativa a
Caspase 3, que é uma caspase efetora que ativa endonucleases que
iniciam o processo de clivagem do DNA (Chang e Yang, 2000). (Fig.
3).
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Apoptosis

FIGURA 2 - Dominio de morte (DD) do receptor Fas recruta a
proteina adaptadora FADD, que via seu dominio efetor de
morte (DED), recruta e ativa Caspase 8. (Fonte: J. Li and
J. Yuan, Caspases in apoptosis and beyond, 2008,
Oncogene, v. 27, 6194-6206).
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FIGURA 3 - Via de ativacdo das caspases. Representacao

esquematica da via extrinseca. Complexo sinalizador de
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indugcao de morte (DISC). (Fonte: Del Puerto H. L.
Mecanismos envolvidos na Apoptose induzida pelo virus
da cinomose canina in vivo, Tese de Doutorado,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
MG. p. 28, 2010.)

A via intrinseca da apoptose, ou via mitocondrial, é ativada
em resposta a varios tipos de estresse intracelular, incluindo a falta
de fatores de crescimento, danos no DNA, estresse no reticulo
endoplasmatico, dentre outros. O estresse celular leva a alteragdes
morfofuncionais da mitocondria com liberacao do citocromo C, que
acoplado a molécula adaptadora (Apaf - fator de ativacao da
apoptose), ira ativar a pré-Caspase 9, formando o apoptossomo, um
complexo apoptossOmico, responsavel pela ativacdo da Caspase 9
que ativara a pro-Caspase 3 (Chang e Yang, 2000; Grutter, 2000)
(Fig. 4). A familia de proteinas Bcl-2 consiste de membros anti-
apoptéticos (ex. Bcl-2) e pré-apoptéticos (ex.: Bax, Bim) que
determinam a sobrevivéncia ou morte para a célula (Tsujimoto e
Shimizu, 2000). Bax € um membro pré-apoptdético que forma homo e
heterodimeros. A dimerizacdao de Bax resulta em sua translocacdo
(Gross et al., 1998) e insercao na membrana mitocondrial (Suzuki et
al., 2000) com consequénte disfuncao mitocondrial e liberacao dos
fatores apoptoticos, como citocromo C (Fig. 4). Esses fatores induzem
a cascada proteolitica das caspases, condensacdo da cromatina, e
fragmentacao do DNA, levando a morte celular (Adams, 2003; Cory
et al., 2003; Wang, 2001). O fator de inducao da apoptose (AIF) e a
proteina Diablo (SMAC Diablo) sdao outros fatores mitocondriais que

também vao levar a ativacdo da apoptose (Schultz et al., 2000).
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Sobrevivénciada célula Célula em apoptose
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FIGURA 4 - Via de ativagcao das caspases. Representagao

esquematica da via intrinseca. Diversos estimulos ou a
ativacdo de proteinas, alteram a permeabilidade da
membrana mitocondrial, levando a liberagcao de
citocromo ¢ para o citosol e a formagcao do
apoptossomo. Caspase 9 ativa propaga a cascata
proteolitica de eventos futuros de ativacao de caspases
efetoras. (Fonte: Del Puerto H. L. Mecanismos
envolvidos na Apoptose induzida pelo virus da
cinomose canina in vivo, Tese de Doutorado,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
MG. p. 28, 2010.)

Para melhor compreensao da apoptose é importante entender o
mecanismo de ativagcao deste processo, bem como a cascata de
proteinas especificas a ele relacionado. A regulacdo e execucdo da
apoptose é atribuida principalmente a duas grandes familias: A Bcl-2
e as Caspases (Adams, 2003; Alison e Sarraf, 1992).
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Proteinas Bcl-2

Esta familia estd subdividida em dois grupos: pré-apoptéticas
(Bax, Bad, Bid, Bcl-xS, Bak, Box, Bik, Blk, Bim, Hrk, BNIP3),
localizadas principalmente na membrana externa da mitocondria; e
anti-apoptoéticas (Bcl-2, Bcl-xI, A1, Mcl-1), localizadas no envelope
nuclear e no reticulo endoplasmatico (Mignotte e Vayssiere, 1998;
Petit et al., 1997). O balanco de proteinas pré e anti-apoptéticas é o
gue determina se a célula entrarda ou ndao em apoptose (Spanos et al.,
2002).

Estas proteinas estdo ligadas as mudangas na permeabilidade
da membrana mitocondrial, porém também podem estar envolvidas
na ativacdo das Caspases. A proteina Bcl-2 inibe a apoptose
diretamente bloqueando as Caspases, e indiretamente impedindo a
liberacao de citocromo C (Mignotte e Vayssiere, 1998). O citocromo C
€ uma importante proteina que participa da ativacao da apoptose via
alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial (Mignotte e
Vayssiere, 1998).

O AIF (Fator de inducdo apoptoético) também é liberado pela
mitocondria, translocando-se para o nlcleo e induzindo a

condensacao e a fragmentacao nuclear (Chang e Yang, 2000).

Caspases

As caspases sao proteases que utilizam a cisteina como grupo
nucleofilico na clivagem de substratos, desencadeando a apoptose
(Chang e Yang, 2000; Grutter, 2000). Estas proteases sao

sintetizadas como precursores inativos (pro-caspases) e sao ativadas
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(caspases) somente quando a célula recebe sinal de morte (Li e Yuan,
2008).

Dentre as caspases efetoras, a Caspase 3 foi identificada como
sendo uma protease que inativa a poli ADP ribose polimerase (PARP).
A PARP atua no nucleo catalizando a ribosilagdo do ADP de histonas e
de outras proteinas envolvidas no reparo do DNA. Uma das hipoteses
é que a clivagem e a inativacao desta proteina levam a uma injuria
letal do DNA, contribuindo para o mecanismo de apoptose. Além
disso, foi demonstrado que células anucleadas, bem como células
deficientes em PARP e outras proteinas de reparo, sdo capazes de
sofrer morte celular programada apresentando sinais morfoldgicos
classicos de apoptose (Chang e Yang, 2000).

A fragmentagcao do DNA também é realizada por intermédio do
complexo Fator de fragmentacao do DNA, ou complexo Dnase
regulado pela Caspase 3 (DFF). O DFF esta presente na célula na
forma inativa, formado pela subunidade inibitéria (ICAD) e ativa
(CAD). A pro-Caspase 3, ativada pelo apoptossomo (Apaf +
citocromo C + Caspase 9) é responsavel pela degradacao do ICAD
liberando a porgdo ativa do DFF, o qual no nucleo realiza a
degradacao e a condensacao do DNA (Chang e Yang, 2000; Zhang et
al., 2004). Proteinas do citoesqueleto também sao clivadas pela
Caspase 3, produzindo alteracdes celulares tipicas da apoptose, como
a formagao de “blebbings” e corpos apoptéticos (Chang e Yang,
2000; Saraste, 1999; Zhang et al., 2004).

Apoptose na maturacao e liberacao da placenta

Tanto a proliferagao celular quanto a apoptose desempenham
papel importante na funcdo placentaria. Ambos o0s processos sdo
inversamente proporcionais ao longo da gestacao (Boos et al., 2003).
Segundo Smith et al. (1997), a apoptose atinge células de todos os

tipos na placenta humana. A sua ocorréncia aumenta
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consideravelmente no terco final da gestacao (Boos et al., 2003;
Smith et al., 1997). Nesse caso, a apoptose parece estar relacionada
com o0 mecanismo de remodelacdo placentaria auxiliando na
manutencao adequada das proporgoes teciduais (Smith et al., 1997).

Fisiologicamente, a apoptose possibilita a eliminacao de células
desnecessarias a fim de se manter a homeostase tecidual (Wéhrl e
Hacker, 1999). Nos momentos que antecedem o parto a placenta
precisa ja estar hipocelularizada para que seja liberada normalmente
(Barreto Filho e Marques Junior, 1993). Vacas com retencdo
placentaria apresentam um aumento de células epiteliais maternas
(Santos e Marques Junior, 1998). Estudos morfoldgicos
demonstraram que a maturacao placentaria esta relacionada com a
diminuicao da populacao celular dos tecidos fetal e materno no
placentomo (Barreto Filho; Marques Junior, 1993; Malard et al.,
1996; Marques Junior, 1988; Santos, 1995; Santos et al., 1997) e
com a ocorréncia de apoptose (Martins, E., 1999; Martins, V. M. V.,
1999).

A apoptose é um evento fisiolégico ativo que parece ser
requerido tanto para a maturagao, quanto para a liberacao normal da
placenta apdés o parto (Martins, E., 1999; Martins et al., 2004;
Martins, V. M. V., 1999). Martins, E. (1999) sup6s que as mudancas
hormonais envolvidas com o parto estimulariam a apoptose nas
células trofoectodermais e maternas, uma vez que a apoptose é mais
intensa no momento do parto. Além disso, observou-se que o numero
de células apoptdéticas em placentomos de vacas que pariram e
liberaram normalmente a placenta foi significativamente maior do
que nas que tiveram parto a termo com RP.

Contrariamente, Boos et al., (2003) encontraram maior nimero
de células apoptéticas em placentomos de vacas que apresentaram
RP. Possivelmente, o achado de Boos et al., (2003) tenha sido
diferente em decorréncia da técnica de marcacao utilizada na

contagem de células e corpos apoptoéticos, uma vez que os autores
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utilizaram-se da reacdao de TUNEL. A reacao de TUNEL ndo deve ser
utilizada na quantificacdo de apoptose, uma vez que da muito falso
negativo, principalmente em alguns tecidos, tais como a placenta.
Martins, E. (1999) e Martins, V. M. V. (1999) utilizou a coloracao de
HE, baseando-se nos aspectos morfologicos de apoptose, para a
guantificacdo. Além disso, a apoptose foi também investigada via
teste imunoenzimatico ELISA e eletroforese de DNA em gel de
agarose, corroborando a avaliagdo microscépica.

Os macrofagos presentes na placenta retida apresentam a
mesma distribuicdo que na placenta normal, porém sua atividade de
fosfatase acida é reduzida em relagdo a placenta ndo retida. Esses
macréfagos poderiam estar desempenhando um papel de células de
limpeza dos corpos apoptéticos na placenta ndo retida, dai estarem
mais ativos. Por outro lado, como a placenta retida apresenta um
nimero menor de células em apoptose, o grau de atividade dos
macréfagos seria menor (Miyoshi et al., 2002).

Isso permiti inferir a apoptose, como mecanismo de redugao da
celularidade placentaria durante o processo de maturacao e
preparacao para o parto, o que justifica o estudo dos mecanismos da

apoptose para elucidar as vias de ativacao envolvidas neste processo.
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RESUMO

Apoptose e seus mecanismos reguladores sdo eventos fisiologicos cruciais para a manutengdo da
homeostase placentaria, e o desequilibrio desses processos pode comprometer a fungdo placentaria e,
consequentemente, o sucesso da gravidez. Neste estudo, investigou-se a apoptose utilizando-se
histomorfometria em laminas coradas em HE e submetidas a reagcdo de TUNEL. Além disso, avaliou-se a
expressdo de Bcel-2 e das caspases 8 e 3, pela reagdo de polimerase em cadeia em tempo real, em
placentas saudaveis em diferentes estadios de gestagdo. Amostras de placentonios de vacas com quatro,
seis e nove meses de gestacdo foram colhidas e processadas. O indice apoptdtico aumentou
progressivamente com o avango da gestagdo. Tanto o Bel-2 quanto as caspases 3 e 8 foram expressas nos
trés periodos estudados, sendo a expressdo de Bcl-2 menor que a de caspase 8, que é menor que a de
caspase 3. Estes resultados indicam que essas moléculas estdo envolvidas na via apoptética ativada na
maturag¢do placentéria, exibindo um padrdo de expressdo ao longo da gestag@o e contribuindo para o
equilibrio fisiologico da celularidade e renovagao celular na placenta bovina.

Palavras-chave: bovino, apoptose, placenta, caspases, Bcl-2
ABSTRACT

Apoptosis and its regulating mechanisms are crucial physiological events for the maintenance of the
placental homostasis; and disequilibrium of these processes may compromise placental function and the
success of the pregnancy. In this study, apoptosis was investigated by histomorphometry using slides
stained with HE and TUNEL reaction. Besides that, Bcl-2 and caspases 8 and 3 expression were
evaluated by real time polymerase chain reaction in healthy placentas under different gestacional ages.
Samples of placentones of cows at 4", 6", and 9" months of gestation were harvested and processed. The
apoptotic index gradually increased with the advance of the gestation. Bcl-2 and caspases 3 and 8 were
expressed in all the studied periods, being the expression of Bcl-2 lower than that of caspase 8, which
was lower than caspase 3. These results indicate that these molecules are involved in the activated
apoptotic way in the placental maturation, showing a standard expression throughout the gestation and
contributing for the physiological balance of the cellularity and cellular turn over in bovine placenta.

Keywords: cattle, apoptosis, placenta, caspases, Bcl-2

INTRODUCAO possibilita a eliminagdo de células ndo
necessarias para a manutengdo da homeostase
A apoptose ¢ um tipo de morte celular (Wohrl e Hicker, 1999).
importante no mecanismo fisiologico de controle
da celularidade dos tecidos, por exercer um papel Tanto a proliferagdo celular quanto a apoptose
oposto ao da mitose (Raff, 1992; Vasconcelos e desempenham papel importante na fungdo
Lam, 1995). Fisiologicamente, a apoptose placentdria. ~ Ambos 0s  processos  sdo
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inversamente proporcionais ao longo da gestagdo
(Boos et al., 2003). Segundo Smith et al. (1997),
a apoptose atinge células de todos os tipos na
placenta humana. A familia das proteinas Bcl-2
desempenha um papel critico na regulagdo da
apoptose em condigdes fisiologicas ou
patoldgicas. Algumas dessas proteinas, como
Bel-2 e bel-XL, bel-w, mcl-1 e Al sdo
antiapoptoticas, enquanto outras, como a bax,
bad e bid sdo pro-apoptoticas (Thompson, 1999).
Muitas das mudangas que ocorrem nas células
em apoptose sdo mediadas por uma cascata
enzimdtica que envolve cisteino-proteases,
chamadas caspases, que clivam residuos de acido
aspartico (Hengartner, 2000). Atualmente, ja
foram identificadas 14 caspases (Abbas et al.,
2000) que podem ser classificadas em iniciadoras
(2, 8,9 e 10) e executoras (3, 6 ¢ 7) (Amarante-
Mendes e Green, 1999).

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver
iniciadores especificos de oligonucleotideos para
transcri¢do reversa e amplificagdo de regides-
alvo dos mRNAs das caspases 3 e 8 e de Bcl-2,
otimizar um protocolo de RT-PCR em tempo
real para a quantificacdo absoluta da expressdo
desses genes em placenta de vacas em diferentes
estadios de gestagdo e comparar com o indice
apoptotico obtido por meio da histomorfometria
em laminas coradas pela hematoxilina-eosina e
pela reagdo de TUNEL.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 15 placentas de vacas mestigas
provenientes do Frigorifico Alvorada, situado no
municipio de Igarapé, MG. Essas amostras foram
divididas em trés grupos (n = 5): o grupo | foi
formado por placentonios obtidos de vacas com
quatro meses de gestagdo; o grupo 2 por
placentonios de vacas com seis meses de
gestacdo e o grupo 3 por placentonios de vacas
com nove meses de gestagdo. A estimativa da
idade fetal foi calculada pelo comprimento
craniocaudal (CRL) do feto (Noakes, 1990). As
amostras dos placentonios foram processadas
histologicamente e para extragdo de RNA.
Laminas com sec¢des de Sum foram coradas em
HE para determinagdo do indice apoptotico e
submetidas a reagdo de TUNEL, que marca in
situ as extremidades 3’-OH do DNA genomico
fragmentado no processo de apoptose.
Determinou-se o indice apoptotico (IA=
somatorio das células com morfologia de
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apoptose/somatorio das células totais x 100). Os
campos foram  contados em  objetiva
planacromatica de 40x. Na quantificagao do IA,
foram consideradas células em apoptose somente
aquelas que apresentaram pelo menos trés dos
critérios morfologicos de inclusdo (Vasconcelos,
2001).

A extra¢do de RNA total foi realizada segundo a
técnica descrita por Chomczynski e Sacchi
(1987). Apos verificagdo da integridade do RNA
das amostras por meio de eletroforese em gel de
agarose, suas concentragdes foram determinadas
pela leitura da densidade Optica (GeneQuant). Os
oligonucleotideos iniciadores foram selecionados
com base na analise de homologia entre as
sequéncias dos mRNAs codificadores das
caspases 3 e 8, do Bcl-2 e do s26 no GeneBank,
obtidas por meio do programa BLAST
(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). A
rea¢do da transcrigdo reversa (RT) foi realizada
de acordo com Martins et al. (1995). Pools de
RNA de cada grupo foram utilizados na reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real.

Para verificagdo da eficiéncia e da especificidade
dos primers para caspases 3 e 8, Bcl-2 e s26
selecionados para PCR em tempo real, utilizou-
se a PCR convencional (Saiki et al., 1985) em
termociclador MJ Research Minicycler. Para a
verificagdo  dos  amplicons,  utilizaram-se
aliquotas de 3pul da PCR na eletroforese em gel
de poliacrilamida, corado com nitrato de prata.
Com o objetivo de se obter um fragmento de
PCR puro e especifico para quantificagio e
utilizagdo como padrdo na PCR em tempo real,
foi feita a purificagdo dos amplicons alvos de
Bel-2, caspase 3 e 8 e s26, por meio de gel-
purificagdo por eletroelui¢do. Para a reagdo de
PCR, em tempo real foi utilizado o kir SYBR
GREEN PCR core Reagents da PE Biosystems
(No. Cat. 4304886; Warrington, UK). Utilizou-se
um protocolo basico mantendo as concentragdes
usuais de reagente no volume final de reagdo de
25ul. Os controles negativos foram feitos
substituindo-se as amostras pelo mesmo volume
de agua na reacdo. A reagdo da PCR em tempo
real foi realizada no aparelho ABI Prism 7000
SDS. Como controle positivo e para posterior
quantificagdo dos resultados, uma curva-padrdo
de todos os amplicons purificados foi construida
com base nas diluigdes seriais. Para confirmagdo
do tamanho dos fragmentos amplificados por
PCR em tempo real, foi realizada uma curva de
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dissociagdo  como parte do  programa
estabelecido no ABI Prism 7000 SDS. Os
fragmentos amplificados foram posteriormente
visualizados por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida, corado com nitrato de prata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A apoptose foi facilmente reconhecida
morfologicamente em todos o0s campos
microscopicos de todas as amostras processadas.
Caracteristicas peculiares do processo de
apoptose tais como anoiquia, condensacdo da
cromatina nuclear (forma¢do de crescentes),
retracdo citoplasmatica e fragmentacdo nuclear
e/ou citoplasmatica (caracterizando a formagdo
de corpos apoptoticos) foram observadas. A
morte celular por apoptose desenvolveu-se na
auséncia de inflamagdo, que ¢ caracteristico da
apoptose (Leist e Nicotera, 1998). O indice
apoptotico do grupo com nove meses de gestagao
foi maior, 48,543,08, que o do grupo com seis
meses, 34,78+3,97, que, por sua vez foi maior
que o do grupo com quatro meses de gestagdo,
15,01 + 2,11, com P<0,0001 (Fig. 1). Assim, o
indice apoptdtico aumentou com o avango do
estadio de gesta¢do, semelhante aos resultados de
estudos anteriores (Boos et al, 2003;
Straszewski-Chavez et al., 2004). A apoptose
ocorre na placenta em toda a gesta¢do, mas com
maior frequéncia no periodo final, em relagdo ao
primeiro trimestre (Straszewski-Chavez et al.,
2004), isto é, sua ocorréncia aumenta
consideravelmente no terco final da gestagdo
(Boos et al., 2003). Nesse caso, a apoptose
parece estar relacionada ao mecanismo de
remodelagdo  placentdria,  auxiliando  na
manutencdo adequada das proporgdes teciduais
(Smith et al., 1997). Nos momentos que
antecedem o parto, a placenta precisa ja estar
hipocelularizada para que seja normalmente
liberada (Barreto Filho e Marques Junior, 1993).
Vacas com retengdo placentdria apresentam
aumento de células epiteliais maternas (Santos e
Marques Junior, 1998). Estudos morfologicos
demonstraram que a maturagdo placentéria esta
relacionada a diminuigdo da populagéo celular
dos tecidos fetal e maternos no placentonio
(Santos et al., 1997). A apoptose é um evento
fisiologico ativo que parece ser requerido tanto
para a maturacdo, quanto para a liberagdo normal
da placenta apds o parto (Martins et al., 2004).
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A apoptose nas células placentarias foi também
demonstrada por meio da técnica de TUNEL
(Fig. 2). Essa técnica confirma a apoptose pela
marcagdo in situ da fragmentagdo do DNA
gendmico (Gavrieli et al., 1992; Sanders e
Wride, 1996). Quase todas as células marcadas
exibiam morfologia caracteristica da apoptose.
Poucas células com morfologia caracteristica da
apoptose nao estavam marcadas, e isso ¢
atribuido as ligagdes proteicas cruzadas,
formadas durante o processo de fixa¢do tecidual,
que diminui a sensibilidade do TUNEL (Gold et
al.,, 1994). Negoescu et al. (1996) e Labat-
Moleur et al. (1998) sugeriram que na reagdo de
TUNEL deve-se considerar também os aspectos
morfologicos e ndo somente a marcagdo
indicativa da fragmenta¢do do genoma. Para
Kerr et al. (1972), a morfologia caracteristica da

apoptose, evidenciando a condensagdo da
cromatina com retragdo das células e a
fragmentagdo  citoplasmatica em  corpos

apoptoticos, € suficiente para a indicagdo
histologica da apoptose.

O RNA total mensurado por espectrofotometria
variou de 1,7 a 10,4ug por amostra, como
esperado, segundo Chomczynski e Sacchi
(1987). As leituras de densidade optica (OD) nos
comprimentos de ondas de 260 para acido
nucleico e 280 para contaminantes proteicos
demonstraram uma razdo proxima de 1,8, isto é,
a qualidade do RNA obtida estava de acordo com
as exigéncias vigentes para biologia molecular.
Essas amostras foram consideradas viaveis para a
etapa seguinte de transcri¢do reversa e PCR.

Os  oligonucleotideos  designados  para
RT-PCR  foram, Bcl-2: BCL2-F= 5-
CTTCCTGGCTGTGGCGACCCAGAT-3' e BCL2-
R= 5-CCACGGAGTACAGGGACACAACTTT-3',
amplicon de 74pb; caspase 8: CASP8-F=
5'-ACAAGGGCATCATCTATGGCTCCGA-3" e
CASP8-R=5"-CCAGTGAAGTAAGAGGTCAGCTCAT-3",
amplicon de 70pb; caspase 3: CASP3-F = 5-
TTCATTATTCAGGCCTGCCGAGG -3' ¢ CASP3-R= 5'-
TTCTGACAGGCCATG TCATCCTCA -3', amplicon de
86pb. Para normalizagdo das concentragdes de
mRNA expresso nos tecidos analisados por PCR
em tempo real, utilizou-se o par de primers
para o s26: S26BT-F= 5-CTTCCCAAGC
TGTATGTGAAACTAC-3' e S26BT-R= 5'-
CGATTCCGACTACCTTGCTGTGA, amplicon
de 75pb. Os primers foram criteriosamente
selecionados para a RT PCR em tempo real
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levando-se em consideragdo regides com
conteudo satisfatorio de GC e numero de
nucleotideos, e com Tm permitido. As
sequéncias escolhidas para confecgdo dos
oligonucleotideos iniciadores foram pesquisadas
no Blastn para garantir a exclusdo de regides
homologas com os alvos pesquisados. A
utilizagdo da regido de juncdo para splicing,
contendo um intron, na selecdo dos primers
reduz a possibilidade de influéncia de possiveis
contaminagdes por DNA  gendmico das
preparagdes de RNA total durante a amplificagdo
(Ausubel, 1995). A contaminagdo por DNA
gendmico poderia interferir na etapa de PCR,
posterior a transcricdo reversa, levando a uma
falsa interpretagdo da expressio do mRNA
reverso-transcrito. Portanto, a estratégia utilizada
reduz a possibilidade de amplificagdo
inespecifica de DNA genomico, e isso permitiu a
obtengdo de fragmentos puros e especificos para
os genes escolhidos.

As curvas-padrdo para Bcl-2 (Fig. 3A), caspase 3
(Fig. 3B) e 8 (Fig. 3C) foram obtidas pela reagdo
da PCR em tempo real, o amplicon de cada um
foi amplificado em duplicata a partir do cDNA

Figura 1. Placenta de vaca mostrando células em apoptose (setas). (A) Placenta com quatro meses de

de tecido placentario e apresentou a classica
curva logaritmica. Estes dados demonstram que a
expressio de cada amostra pode ser
quantificavel. Além disso, os resultados das
curvas de dissociagdo para Bcl-2 (Fig. 4A),
caspase 3 (Fig. 4B) e 8 (Fig. 4C) confirmam a
pureza, a qualidade, o tamanho e a especificidade
dos fragmentos amplificados pelo PCR em
tempo real. As curvas foram realizadas como
parte do programa estabelecido no ABI Prism
7000 SDS para todos os fragmentos. O amplicon
para Bcl-2 e caspases 3 e 8, obtido apos
eletroeluigdio  do  fragmento de PCR
convencional, foi utilizado para a constru¢do das
curvas. Os resultados das curvas de calibragdo
para Bcl-2 (Fig. 4A), caspase 3 (Fig. 4B) e 8
(Fig. 4C) demonstraram boa qualidade de
pipetagem, diluigao, sensibilidade e
reprodutibilidade. Os resultados das duplicatas
foram altamente fiéis. Pode-se observar, nessas
figuras, que o Ct (total de ciclos) foi
perfeitamente mantido, logaritmicamente, com as
diluigdes do padrdo. Este resultado ¢
fundamental para quantificagdes absolutas
(Fig. 5) da expressdo desses genes em placenta
de vaca.

gestagdo. (B) Placenta com seis meses de gestagdo. (C) Placenta com nove meses de gestagdo. (TUNEL,

Barra = 10pum).

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.62, n.2, p.258-264, 2010

261



Mega et al.

50 — —

30+

IA

4 meses 6meses 9 tne'ses
Idade gestacional

Figura 2. Crescimento progressivo do indice apoptdtico com o avango da gestagdo. Houve diferenga
significativa entre os meses.
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Figura 3. Quantifica¢@o da expressdo dos genes pela PCR em tempo real, curva de calibragdo com curvas
de amplificagdo refletindo diferentes quantidades iniciais de cDNA para Bel-2 (A), caspase 3 (B) e
caspase 8 (C), e variagio de Ing a 1x10”ng.
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Figura 4. Eficacia da RTPCR do Bcl-2 (A) e das caspases 3 (B) e 8(C): valor de 100%, obtida pela
equagdo E=10[-1/slope] (A) A inclinagdo e a alta linearidade sdo demonstradas pelo slope e R% As
curvas de dissociagdo apresentadas no detalhe abaixo e a esquerda demonstram as temperaturas de fusdo
(Tm) e a pureza dos fragmentos gerados neste ensaio com vacas. (A) Bel-2: slope= -4,244; R>=0,987 e
Tm= 79,2°C. (B) caspase 3: slope= -4,176; R?=0,983 ¢ Tm= 81,5°C. (C) caspase 8: slope= -3,944; R’=
0,997 e Tm= 78,0°C.
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Figura 5. Expressdo absoluta do Bcl-2 e das caspases 3 e 8, com 4, 6 ¢ 9 meses de gestagdo de vacas.

Houve diferengas significativas.

A amplificagdo do Bcl-2 e das caspases 3 e 8
indica sua participagdo no processo de apoptose
em todos os estddios gestacionais estudadas.
Segundo Patel e Gores (1998), os principais
antagonistas da apoptose, Bcl-2 e bel-XL,
localizam-se, principalmente, na membrana
mitocondrial. Essas proteinas sdo capazes de
formar poros condutores de ions em membranas
sintéticas (Thompson, 1999). Acredita-se que um
dos mecanismos pelos quais elas mantém a
homeostasia celular seja o de regulagdo da
permeabilidade das membranas nas quais se
distribuem. Demonstrou-se que a Bcl-2 bloqueia
a penetragdo nuclear de perfurina e granzima,
substancias liberadas pelos linfocitos T
citotoxicos contra seus alvos e que podem ser
ativadoras de caspases (Kerr et al., 1972).

Um dos principais passos da via de suicidio
celular ¢ a ativagdo das caspases, as quais
medeiam a maioria das mudangas morfologicas
observadas no processo. Porém, a apoptose pode
também ocorrer independentemente da ativagdo
de caspases (Donovan e Cotter, 2004). As
caspases estdo presentes no citosol sob a forma
de pro-enzimas inativas, tornando-se ativas apos
clivagem proteolitica a altura de residuos do
acido aspartico (Thompson, 1999).

Uma vez ativada, a maioria das caspases tem a
habilidade de catalisar a ativagdo de multiplos
outros membros dessa familia, resultando em
amplificagdo da cascata proteolitica. Alguns
membros, tais como a caspase 8, ocupam posi¢do
proximal na cascata proteolitica e agem como
reguladores e iniciadores, enquanto outros, como
a caspase 3, sdo mais distais e agem como
efetores da fragmentagdo celular (Patel e Gores,
1998). Os substratos das caspases incluem
proteinas envolvidas no reparo de danos e na
replicaggdo do DNA, no ciclo celular, na
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sinaliza¢do de transdu¢do e na manuten¢do da
integridade da estrutura celular. O ataque a todos
esses alvos impede o reparo quando se rompe
toda a estrutura do citoesqueleto e do nicleo,
levando a desestruturagdo da célula (Kerr et al.,
1972; Thompson, 1999). A auséncia ou a
exacerbagdo do fendmeno de apoptose podem
resultar em consequéncias desastrosas para os
tecidos (Miller e Marx, 1998).

A PCR em tempo real demonstrou que o Bel-2 e
as caspases 3 e 8 foram expressos nos trés meses
estudados, sendo a expressdo de Bcl-2 menor que
a de caspase 8, que ¢ menor que a de caspase 3,
apresentando o mesmo padrdo (Fig. 5). Estes
dados indicam que essas enzimas estdo
envolvidas na via apoptotica ativada na
maturagdo placentdria, exibindo um padrdo de
expressdo ao longo da gestagdo.

CONCLUSOES

Na placenta bovina, o Bcl-2 e as caspases 3 ¢ 8
participam do processo da apoptose nas trés
idades gestacionais estudadas, quatro, seis e nove
meses. Essas enzimas estdo envolvidas na via
apoptética  ativada no  desenvolvimento
placentario, participando da maturagdo e
exibindo um padrdo de expressdo ao longo da
gestacdo. Esses achados reforgam e acrescentam
novos dados ao papel da apoptose na
manutencdo do equilibrio fisiologico e na
maturagdo da placenta bovina.
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Apoptosis is important for placental homeostasis maintenance, and a misbalance
in this process may compromise the success of pregnancy. The aim of this study was to
evaluate apoptosis in bovine placental samples at different stages of pregnancy.
Placentome samples from 15 healthy cows, at gestational ages of 4 (n=5), 6 (n=5) and 9
(n=5) months were collected and routinely processed for histological and
immunohistochemical analysis, and for DNA isolation. Histopath sections were stained
with HE. Others were submitted to immunohistochemistry, using pro-apoptotic caspase-
3 and Bax protein, and anti-apoptotic Bcl-2 specific antibodies. Isolated DNAs were
processed for electrophoresis in agarose gel, for detection of internucleosomal
fragmentation. Histomorphometry results demonstrated that apoptotic cells gradually
increase with the advance of the gestation. Also, the DNA ladder pattern was observed
in all groups. In addition, caspase-3, Bax and Bcl-2 were all expressed in the three
different gestation periods. However, caspase-3 presented a higher expression in all
groups, in comparison to Bcl-2 and Bax. These results confirm the importance of the
apoptosis in the placental maturation. Also, these results indicated that caspase-3, Bcl-2
and Bax are involved in apoptotic activation mechanisms by mitochondrial intrinsic
pathway during placental maturation, contributing for physiological cellularity and
cellular turn over balance in bovine placenta.
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RESUMO.- Apoptose tem um papel importante na manutencdo da homeostase
placentéria, e o desequilibrio desse processo pode comprometer a gestacdo. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a ocorrencia de apoptose em amostras de placenta de
vacas em diferentes fases de gestacdo. Amostras de placentomos de 15 vacas saudaveis
com 4 (n=5), 6 (n=5) e 9 (n=5) meses de gestacdo foram colhidas e processadas
rotineiramente para a histologia, imuno-histoquimica e isolamento de DNA. As laminas
obtidas foram coradas em HE, ou submetidas a analise imunoistoquimica das proteinas
pré-apoptoticas caspase-3 e Bax, e da proteina anti-apoptética Bcl-2. O DNA isolado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose para deteccdo da fragmentacdo
internucleossdmica do genoma. Os resultados de histomorfometria revelaram que as
células apoptoticas aumentaram progressivamente com 0 avan¢co da gestacao.
Confirmou-se a apoptose pela fragmentacdo caracteristica do DNA gendmico,
visualizada pelo classico “padrio em escada” na eletroforese em gel de agarose.
Adcionalmente, a imunoexpressdo de caspase-3, Bax e Bcl-2 foram observadas em
todas as amostras. Entretanto, a proteina caspase-3 apresentou marcagdo de um maior
namero de células em todos os tempos gestacionais, quando comparada com a marcagao
das proteinas Bcl-2 e Bax. Esses resultados confirmam e reforcam a importancia da
apoptose na maturacao placentaria. Além disto, indica que caspase-3, Bax e Bcl-2 estdo
envolvidas nos mecanismos de ativacdo da apoptose pela via intrinseca mitocondrial ao
longo da gestacdo, contribuindo para o equilibrio fisiologico da celularidade e
renovacdo celular na placenta bovina.

TERMOS DE INDEXACAO: Apoptose, placenta, caspase 3, Bcl-2, bax, bovinos.

INTRODUCAO

Apoptose ou morte celular programada € um tipo de autodestruicdo celular
dependente de energia e sintese protéica (Kerr & Searle 1972). Estéa relacionada com a
homeostasia na manutencdo adequada do tamanho dos tecidos, exercendo um papel
oposto ao da mitose (Gerschenson & Rotello 1992, Kerr 1999). Desta forma, é um tipo
de morte desejavel, programada e seletiva, que envolve células isoladas sendo regulada
intrinseca e extrinsecamente (Mcconkey et al. 1993). Tanto a proliferacdo celular
quanto a apoptose desempenham papel importante na funcdo placentaria. Ambos os
processos sdo inversamente proporcionais ao longo da gestacdo (Boos et al. 2003). A
sua ocorréncia aumenta consideravelmente no tergo final da gestagdo participando
efetivamente da maturacéo placentaria (Smith et al. 1997, Boos et al. 2003).

Diferentes proteinas agem regulando a ativacao ou inibicdo da apoptose como as
moléculas da familia Bcl-2, sendo que a Bcl-2 € anti apoptdtica e a Bax é pré-
apoptotica. Essas proteinas possuem a propriedade de oligomerizar formando poros na
membrana celular da mitocondria (Antonsson et al. 1997), permitindo a saida de
citocromo C para o citoplasma. Um dos principais eventos na apoptose € a ativacao das
caspases, as quais medeiam a maioria das mudancas morfoldgicas observadas no
processo. As caspases sdo proteases do tipo cisteina que desempenham um papel
fundamental nas clivagens proteoliticas do processo apoptético (Chang & Yang 2000,
Grutter 2000). Atualmente sdo conhecidas pelo menos 12 tipos de caspases em
mamiferos, classificadas em dois grupos principais: Caspases iniciadoras (Caspases -1, -

46



2, -4, -5, -8, -9, -10, -11 e -12) e Caspases efetoras (Caspases 3, -6 e -7). Apos a
ativacdo das caspases efetoras o mecanismo de ativacdo da apoptose torna-se
irreversivel (Li & Yuan 2008).

Vérias alteracGes bioquimicas podem ser observadas quando a célula entra em
apoptose e muitas delas tém sido utilizadas para detectar esse tipo de morte celular.
Entre essas, ressalta-se a clivagem do DNA gendmico em fragmentos multiplos de 180-
200 pares de bases, que é um quadro tipico de processo de apoptose em VArios sistemas
celulares (Wyllie 1980, Cohen et al. 1992). Essa fragmentacéo caracteristica do genoma
é facilmente visualizada laboratorialmente pela eletroforese de DNA em gel de agarose,
produzindo o cléassico “padrao em escada” (Wyllie et al. 1980).

O presente trabalho teve por objetivo evidenciar morfoldgica e bioquimicamente
a apoptose em placenta de vacas em diferentes estadios de gestacdo através de
eletroforese do DNA em gel de agarose e avaliar a imunoexpressao das proteinas Bcl-2,
Bax e caspase 3, através de imunoistoquimica, visando a esclarecer o envolvimento das
mesmas na via apoptotica ativada na maturacao placentéria.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 15 placentas de vacas mesticas provenientes do Frigorifico Alvorada,
situado no municipio de Igarapé, MG. Essas amostras foram divididas em trés grupos
(n=5): o Grupo | foi formado por placentomos obtidos de vacas com quatro meses de
gestacédo; o Grupo Il por placentomos de vacas com seis meses de gestacdo e o grupo Il
por placentomos de vacas com nove meses de gestacdo. A estimativa da idade fetal foi
calculada pelo comprimento craniocaudal (CRL) do feto (Noakes 1990). As amostras
dos placentomos foram processadas rotineiramente para histologia e para extracdo de
DNA. Laminas com sec¢des de Sum foram coradas em HE para determinagdo do indice
apoptotico e submetidas a reacdo de imunoistoquimica das proteinas Bcl-2, Bax,
caspase 3. Determinou-se o indice apoptético (IA= somatério das células em
apoptose/somatorio das células totais x 100). A quantificacdo da apoptose foi realizada
em campos histolégicos obtidos em objetiva planacromatica de 40x. Na quantificacdo
do IA, foram consideradas células em apoptose somente aquelas que apresentaram pelo
menos trés dos critérios morfolégicos de inclusdo (Vasconcelos & Vasconcelos 1996).

Na reacdo de imunoistoquimica quantificou-se a marcacdo de Bax ou Bcl-2 (n° de
células imunoreativas/ n° de células totais x 100) e a razdo Bax/Bcl-2= Mediana Bax/
Mediana Bcl-2. A quantificacdo da marcacdo de bax e bcl-2 foi realizada em campos
histoldgicos obtidos em objetiva planacromatica de 40x.

Para a extracdo do DNA os tecidos placentarios foram macerados na presenca de
1ml de tamp&o de lise (10mM Tris, 0,25% Triton x-100, ImM EDTA)/0,125cm® de
tecido, e agitados por 10-15 segundos para ressuspender as células e completar a lise
celular. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000g/4°C, e o
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 800ul de Master Mix (790 ul de Tampao de
digestdo de proteina w/SDS e 10ul de Proteinase K (20 mg/ml) em cada amostra, que
posteriormente foram incubadas overnight a 5 °C. Sequencialmente as amostras foram
centrifugadas por 20 minutos a 10.000 rpm, e o sobrenadante transferido para um novo
tubo onde foi acrescentado 200l de Cloreto de Litio 7,5 M, e as amostras colocadas em
gelo seco por 10 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a
13000 rpm para precipitar proteinas e outras contaminagbes, e 0 sobrenadante
transferido para um novo tubo. As amostras de DNA foram precipitadas em etanol
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100%, e lavadas uma vez em etanol 70%, secadas a temperatura ambiente e
ressuspensos em H,O. Foi entdo realizada a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em
1x TBE durante 55 minutos a 120v. Os géis foram corados com brometo de etidio e
fotografados sob transiluminacdo UltraVioleta.

Para a técnica de imunoistoquimica, sec¢des desparafinadas da placenta foram
submetidas a coloracdo pela estreptavidina-peroxidase. Foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-Bcl-2 clone 124 (DAKO M0887, Carpinteria, EUA), anti-Bax clone
2B2 (DAKO KAT80218, Carpinteria, EUA), e anti-caspase-3 clone JHM®62,
(Novocastra TM, CPP32), na dilui¢do 1:50 (PBS 0,01M). As laminas com 5 um foram
inicialmente hidratadas em solucgdes de alcoois decrescentes e, a seguir, foi realizada a
recuperacdo antigénica com solucéo tampdo EDTA (pH 8,0), durante 20 minutos a 95°C
em banho-maria. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito com o reagente
Peroxidase Blocker, cobrindo as ldminas e incubando-as por 15 minutos & temperatura
ambiente. Em seguida, os cortes foram lavados em &gua destilada e submetidas a
banhos em tampédo de lavagem (PBS 0,01, pH 7,0). Ap6s secagem, os cortes foram
incubados em camara umida por 30 minutos a temperatura ambiente e cobertos pelo
anticorpo primario biotinilado. Logo apo6s, as sec¢des foram lavadas duas vezes com
PBS e entdo incubadas com complexo estreptoavidina/HRP, em camara Umida, durante
15 minutos, a temperatura ambiente. Apds a lavagem em PBS, adicionou-se 0
cromodgeno diaminobenzina (DAB) na diluicdo 1:50), que ficou incubado sobre as
laminas durante 5 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram contra-coradas
com hematoxilina de Harris e montadas com balsamo do Canada.

RESULTADOS

O indice apopt6tico do grupo com nove meses de gestacdo foi maior que o do
grupo com seis meses que, por sua vez foi maior que o do grupo com quatro meses de
gestacdo. A apoptose foi reconhecida pelas caracteristicas morfoldgicas estando
presente em todas as idades gestacionais estudadas.

O gel da eletroforese do DNA gendmico isolado das amostras de placenta de
vacas nos diferentes estadios de gestagdo mostrou um “padrdo de escada” compativel
com a fragmentac&o internucleossémica do genoma caracteristico da apoptose em todas
as amostras estudadas (Fig.1).

A reacdo imunoistoquimica para Bcl-2, Bax, caspase 3 foi positiva em todas as
amostras, principalmente na juncdo materno-fetal, com variavel intensidade da
marcacdo. As células das vilosidades placentarias do Grupo | (4 meses), grupo Il (seis
meses) e Grupo 111 (9 meses) mostraram marcacgdo positiva, citoplasmatica e localmente
extensa para Bcl-2 (Fig.2A-C). Vérias células imunomarcadas apresentavam aspecto
nuclear condensado e por vezes fragmentado (Fig.2C). As células das vilosidades
placentarias de todos 0s grupos mostraram marcacdo positiva, citoplasmaética e
multifocal para Bax (Fig.3A-C). Varias células imunomarcadas apresentavam aspecto
nuclear condensado e por vezes fragmentado (Fig.3C). A reacdo imunoistoquimica para
caspase 3 mostrou uma marcagao positiva e difusa em todos os grupos (Fig.4A-C).

A quantificacdo da imunoexpressdo de Bax mostrou uma diminuicdo de 4 para 6
meses e Bcl-2 mostrou diminuigdo progressiva ao longo da gestacdo. A quantificacdo da
razdo entre Bax e Bcl-2 foi sempre maior que 1, demonstrando um propensdo a
apoptose.
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DISCUSSAO

A apoptose foi facilmente reconhecida morfologicamente em todos os campos
microscopicos de todas as amostras processadas. Caracteristicas peculiares do processo
de apoptose tais como anoiquia, condensacdo da cromatina nuclear (formacdo de
crescentes), retracdo citoplasmatica e fragmentacdo nuclear e/ou citoplasmaética
(caracterizando a formacédo de corpos apoptoticos) foram observadas. A morte celular
por apoptose desenvolveu-se na auséncia de inflamagdo, que é caracteristico da
apoptose (Leist & Nicotera 1998). Assim, observou-se o aumento do indice apoptético
com o avango do estadio de gestacdo, semelhante aos resultados de estudos anteriores
(Boos et al. 2003, Straszewski-Chavez et al. 2004). A apoptose ocorre na placenta em
toda a gestacdo, mas com maior frequéncia no periodo final, em relacdo ao primeiro
trimestre (Straszewski-Chavez et al. 2004). A apoptose é um evento fisioldgico ativo
que parece ser requerido tanto para a maturacdo, quanto para a liberacdo normal da
placenta apos o parto (Martins et al. 2004).

Um padrdo de degradacdo compativel com a fragmentagdo internucleossémica
do genoma foi observado em todas as amostras confirmando a presenca da apoptose.
Uma das caracteristicas bioquimicas da apoptose é a clivagem internucleossémica do
genoma, que pode ser reconhecida pelo classico “padrdo em escada”, por meio da
eletroforese em gel de agarose, segundo Walker & Gaastra (1983) e Platel (1994).
Segundo Mesner Jr. & Kaufmann (1997) e Sanders (1997) a eletroforese do DNA em
gel de agarose € um método essencialmente qualitativo e o padrdo em escada é
produzido somente quando um consideravel nimero de células de uma populacdo sob
estudo estiver no estagio tardio da apoptose. Se somente umas poucas células estiverem
sofrendo clivagem do DNA, o padrdo em escada do DNA é obscurecido, especialmente
se a degradacdo do DNA ao acaso ocorrer juntamente com células morrendo por
necrose.

A reacdo imunoistoquimica para Bcl-2, Bax, caspase 3 foi positiva em todas as
amostras, principalmente na juncdo materno-fetal, com intensidade da marcacdo foi
variavel. A reacdo imunohistoquimica para caspass 3 mostrou uma marcacgao positiva
intensamente e difusa. A razdo de bax e bcl-2 demonstrou uma propensao a apoptose.
Evidenciando a participacdo das mesmas na apoptose que estd ocorrendo nos trés
estagios gestacionais, o que confirma estudos anteriores feitos com essas mesmas
amostras de placentomos, onde a PCR em tempo real demonstrou que o Bcl-2 e a
caspase 3 foram expressos nos trés estagios gestacionais estudados, sendo a expressdo
de Bcl-2 menor que a de caspase 8, que é menor que a de caspase 3, apresentando o
mesmo padrao, indicando que essas enzimas estdo envolvidas na via apoptotica ativada
na maturacdo placentaria, exibindo um padrdo de expressdo ao longo da gestacdo (Meca
et al. 2010).

CONCLUSOES

Indica que a caspase-3, Bax e Bcl-2 estéo envolvidas nos mecanismos de ativagéo
da apoptose pela via intrinseca mitocondrial ao longo da gestacdo, contribuindo para o
equilibrio fisiolégico da celularidade e renovacéo celular na placenta bovina.

Agradecimentos.- Esta pesquisa foi financiada pelo CNPg e pela FAPEMIG, a quem
agradecemos pelo apoio financeiro.
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Fig.1. Eletroforese em gel de agarose de DNA genémico extraido de trés amostras diferentes de
placenta, (1) 4 meses de gestacdo, (2) 6 meses de gestacdo, (3) 9 meses de gestacdo. Observar
intensa fragmentacdo internucleossomica do genoma, evidenciado pelo classico “padrdo em
escada”, indicativo de apoptose.
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Fig.2. Placenta de vaca mostrando marcagdo imunoistoquimica da proteina Bcl-2. Areas
acastanhadas no citoplasma define as marcac6es imunoreativas. (A) Placenta com quatro meses

de gestacdo. (B) Placenta com seis meses de gestagdo. (C) Placenta com nove meses de
gestacdo. Complexo streptavidina-peroxidase, 40x.
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Fig.3. Placenta de vaca mostrando marcacdo imunoistoquimica da proteina Bax. Pequenos
grumos castanho escuros nos nucleos define as células imunoreativas. (A) Placenta com quatro
meses de gestacdo. (B) Placenta com seis meses de gestagdo. (C) Placenta com nove meses de
gestacdo. Complexo streptavidina-peroxidase, 40x.

Fig.4. Placenta de vaca mostrando marcagdo imunoistoquimica da proteina caspase 3. Grumos
acastanhados no citoplasma caracteriza as areas imunoreativas. (A) Placenta com quatro meses
de gestagdo. (B) Placenta com seis meses de gestacdo. (C) Placenta com nove meses de
gestacdo. Complexo streptavidina-peroxidase, 40x.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese se caracterizou morfologicamente a apoptose em placentomos de
vacas saudaveis em diferentes estagios gestacionais. A quantificagdo morfométrica da
apoptose, assim como sua confirmagcdo com TUNEL, permitiu inferir a apoptose, como
mecanismo de reducdo da celularidade placentéria durante o processo de maturagdo e
preparacdo para o parto. A imunoistoquimica mostrou a presenca das proteinas Bcl-2,
bax e caspase 3 nas trés idades gestacionais estudadas, quatro, seis e nove meses,
indicando que caspase-3, Bax e Bcl-2 estdo envolvidas nos mecanismos de ativacdo da
apoptose pela via intrinseca mitocondrial ao longo da gestagdo, contribuindo para o
equilibrio fisioldgico da celularidade e renovacdo celular na placenta bovina.

Além disso, comprovou-se a expressao do Bcl-2 e das caspases 3 e 8,
participando do processo da apoptose nas trés idades gestacionais estudadas, quatro, seis
e nove meses. Essas enzimas estdo envolvidas na via apoptética ativada no
desenvolvimento placentério, participando da maturacdo e exibindo um padrdo de
expressao ao longo da gestacdo. Esses achados acrescentam novos dados ao papel da

apoptose na manutencdo do equilibrio fisiologico e na maturacao da placenta bovina.
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