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RESUMO

A liberacdo da placenta apds o parto envolve a perda da adesdo materno-fetal e ocorre
somente apos a maturacdo completa do placentoma, que esta relacionada com a diminuicao da
celularidade dos tecidos fetal e materno. A apoptose é requerida tanto para a maturagdo quanto
para a liberacdo normal da placenta apos o parto. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
ocorréncia de apoptose em amostras de placenta de vacas em diferentes fases de gestagéo.
Amostras de placentomas 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, imunoistoquimica e
histoquimica. As laminas obtidas foram coradas em HE, Picrosirius Red e submetidas a
andlise imunoistoquimica das proteinas Caspase 3, Caspase 8, Bax, Bid e Bcl-2. O aumento
no nimero de vasos ndo necessariamente se associou ao aumento do calibre destes durante a
evolucdo da gestagdo. Os resultados de histomorfometria revelaram aumento da marcacéo
para Bax e Caspases 3 e 8 em células trofoblasticas binucleadas no final da gestacéo,
enquanto o Bid se manteve sem alteracdo significativa. A histomorfometria das células
trofoblasticas mononucleadas revelou expressdo alta para Bax no inicio de gestacdo, com
diminuicdo aos 6 meses de gestacdo e aumento das imunomarcagdes para Caspases 3 e 8, e
Bid com o avanco gestacional. Os colagenos tipo | e Il ndo aumentaram do terco médio ao
final da gestacdo, o que é importante para a diminuicdo da adesdo materno-fetal. A
dissociacdo das fibras do estroma das vilosidades coridnicas diminuiu aos 9 meses de
gestacdo, ao contrario do indice apopt6tico que aumentou progressivamente com o0 avango da
gestacdo. Esses resultados confirmam que as Caspases 3 e 8, e 0 Bax estdo envolvidos nos
mecanismos de ativacdo da apoptose pela via intrinseca mitocondrial e/ou extrinseca ao longo
da gestacdo em células trofoblasticas binucleadas, e que nas células trofoblasticas
mononucleadas o Bax deixa de ser importante, enquanto o Bid e as Caspases 3 e 8 se tornam
0s mais significativos.

Palavras-chave: Maturagdo placentaria, apoptose, imunoistoquimica, Caspase 3, Caspase 8,
Bid, Bax, bovinos.



ABSTRACT

Placental release after birth involves loss of maternal-fetal adhesion and occurs only after
complete maturation of the placentome, which is related to the decrease in cellularity of fetal
and maternal tissues. Apoptosis is required for both the normal maturation and release of the
placenta after birth. The aim of this study was to evaluate the occurrence of apoptosis in
samples of placenta of cows in different stages of gestation. Samples of 15 healthy cows
placentomes 4 (n = 5), 6 (n = 5) and 9 (n = 5) months of gestation were harvested and
processed for routine histology, immunohistochemistry and histochemistry. The slides were
stained with HE, Picrosirius Red and subjected to immunohistochemical analysis of proteins
Caspase 3, Caspase 8, Bax, Bid and Bcl-2. Increase in number of vessels was not associated
to increase in vascular area, during progression of gestation. The results of histomorphometry
revealed increased labeling for Bax and Caspases 3 and 8 in trophoblastic binucleated cells in
late pregnancy, awhile Bid remained without significant change. Histomorphometry
analyzing the mononuclear trophoblast cells showed a high expression for Bax in early
pregnancy, but decreased at 6 months of gestation. Immunolabeling revealed increased
Caspases 3/8 and Bid with advancing of gestation. Further evaluation of type | and Il
collagens showed a decrease of both types of collagens at the end of gestation, which is very
important to decrease maternal-fetal adhesion. The dissociation of the fibers of the stroma of
chorionic villi decreased at 9 months of gestation, unlike the apoptotic index, which increased
progressively with advancing gestation. These results confirm that Caspases 3 and 8 and Bax
are involved in the mechanisms of activation of apoptosis through mitochondrial intrinsic and
or extrinsic pathway during pregnancy in trophoblastic binucleated cells. In mononuclear
trophoblast cells Bax loses importance in the apoptosis process, awhile Bid and caspases 3
and 8 become the most significant.

Keywords: Placental maturation, apoptosis, immunohistochemistry, Caspase 3, Caspase 8,
Bid, Bax, cattle.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A placenta é um o6rgdo intermediario entre a mde e o feto servindo para suprimento de
oxigénio e nutrientes, remocédo de detritos metabdlicos, producdo e secrecdo de hormonios e
regulacdao do ambiente uterino (PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Nos bovinos é caracterizada como cotiledonéria, devido a presenca de cotilédones fetais, que
se conectam as carinculas endometriais. Os vilos coridnicos formam os cotilédones, unidade
fetal que, junto com as carunculas, formam as unidades funcionais da placenta de ruminantes,
o0 placentoma. Estes variam em numero nas diferentes espécies de ruminantes, sendo de 70 a
142 na vaca (PINTO, 2002). E microscopicamente observa-se na placenta bovina que o
epitélio trofoblastico é constituido por dois tipos celulares distintos: as células trofoblasticas

mononucleadas e as células trofoblasticas gigantes (WOODING, 1984).

A apoptose é um evento fisiologico ativo que parece ser requerido tanto para a maturagdo
quanto para a liberacdo normal da placenta ap6s o parto (NUNES et al., 2001). A sua
ocorréncia aumenta consideravelmente no terco final da gestacdo (BOOS et al., 2003; SMITH
et al., 1997). Nesse caso, a apoptose parece estar relacionada com o0 mecanismo de
remodelacdo placentaria auxiliando na manutencdo adequada das proporcles teciduais
(SMITH et al., 1997).

Nos momentos que antecedem o parto a placenta precisa ja estar hipocelularizada para que
seja liberada normalmente (BARRETO FILHO; MARQUES JUNIOR, 1993). Vacas com
retencdo placentaria (RP) apresentam maior numero de células epiteliais maternas (SANTQOS;
MARQUES JUNIOR, 1998). Estudos morfologicos demonstraram que a maturacio
placentéaria estd relacionada com a diminuicdo da populacdo celular dos tecidos fetal e
materno no placentoma (BARRETO FILHO; MARQUES JUNIOR, 1993; MARQUES
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JUNIOR, 1988; SANTOS, 1995; SANTOS; MARQUES JUNIOR; BARRETO FILHO,
1997) e com a ocorréncia de apoptose (MARTINS, 1999; NUNES et al., 2001).

Durante a maturagdo normal antes do parto, o numero de células binucleadas diminui
drasticamente, 0 que ndo ocorre em caso de retencdo (GROSS et al., 1991). As causas de
retencdo de placenta relacionadas com as falhas nos mecanismos de maturacdo dos
placentomas séo identificadas como as mais importantes, por serem responsaveis por 2/3 dos
casos de retencdo placentaria em bovinos (GRUNERT et al., 2005).

Outro mecanismo importante na maturacdo dos placentomas é a metabolizacdo do coladgeno
tipo Il por enzimas colagenases. As vacas com retencdo de placenta s&o incapazes de
metabolizar o colageno do tipo 111 (SHARPE et al., 1990).

Em bovinos a RP é normalmente causada por distlrbios no mecanismo de descolamento dos
placentomas: placentomas imaturos, edema de vilosidades, necrose epitelial do corion e da
cripta, e hiperemia dos placentomas (GRUNERT; BIRGEL, 1989).

A retencdo das membranas fetais € um grande problema na ginecologia bovina, causando
problemas reprodutivos e aumentando o custo de produgdo. A morfologia dos placentomas
provenientes de retencdo de membranas fetais pode estar associada a maturagdo insuficiente,
ou seja, reducdo insuficiente no namero de células do epitélio das criptas maternas durante o
periodo do pré-parto (BOOS et al., 2003). Falhas na expulsdo da placenta sdo comuns, com
taxas que véo de 3% a 12%, e aumentam em casos de aborto, parto prematuro, parto gemelar
e parto induzido (SCHLAFER et al., 2000).

Nesta dissertacdo procurou-se avaliar morfometricamente varios parametros como o nimero e
area de vasos nos componentes materno e fetal da placenta, e a proporcéo de colageno tipo | e
I11 em diferentes idades gestacionais. Avaliou-se também a imunoexpressao das Caspases 3 e
8, do Bax e do Bid em células trofoblasticas binucleadas e demais células do placentoma,

correlacionando estes dados com a idade gestacional.
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REVISAO DE LITERATURA

Placenta dos bovinos

A placentagdo proporciona os processos de intercambio fisioldgico, tais como respiracéo e
nutricdo entre o concepto e o epitélio uterino materno. A partir disso, surge a placenta, sendo
um 6rgdo transitorio, responsavel pelo suporte metabolico, prote¢cdo mecanica e imunoldgica
do feto (MORAIS-PINTO, 2002).

Durante o desenvolvimento do blastocisto, o embrido desenvolve uma cavidade central
preenchida por liquido denominada blastocele, circundada por uma camada de células
conhecidas como trofoectoderma (KING et al., 1980). Essas células contribuem
exclusivamente para a formagdo da placenta e das estruturas extra-embrionarias de vital

importancia para a sobrevivéncia de embriGes de mamiferos (CROSS et al., 1994).

Durante a pré-implantacdo, a comunicacdo materno-embrionaria € mediada pelo trofoblasto.
A janela de implantagdo representa o periodo de méxima receptividade uterina para
implantacdo (DUC-GOIRAN et al., 1999). O termo implantacdo é utilizado habitualmente
para indicar a unido do trofoblasto com a parede uterina, mas este grau de unido varia
notadamente entre as espécies. As superficies de contato entre os tecidos materno e fetal
aumentam a partir do desenvolvimento das vilosidades na superficie do cdrion. Estas
vilosidades apresentam tecido conjuntivo e vasos no seu interior. Nos ruminantes, a sua
relacdo com o endométrio é do tipo vilosa. Em bovinos, a implantacdo se inicia entre 28 e 32
dias de gestacdo e finaliza-se entre 40 e 45 dias ap6s a ovulacdo (NODEN; DE LAHUNTA,
1985).

A placenta na maioria dos mamiferos é caracterizada pela presenca de areas de contato entre
as partes materna e fetal, o que acontece a partir de interdigitacdes (LEISER; KAUFMANN,
1994). A placenta bovina pode ser classificada como cotiledonaria, caracterizada pela

presenca de regifes especificas de trocas, os chamados placentomas, compostos pela
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caruncula materna e pelo cotilédone fetal, e responsaveis por trocas respiratorias e de
nutrientes. Entre essas estruturas denominadas placentomas, pode-se também observar &reas
intercotiledonarias de corion liso. O crescimento e desenvolvimento normal dos placentomas

séo essenciais para o desenvolvimento e crescimento fetais (LAVEN; PETERS, 2001).

Além de cotiledonéria, a placentacdo bovina é do tipo sinepteliocorial devido a fusdo de
células trofoblasticas com células do epitélio uterino (DENKER, 1993). A placenta
sinepiteliocorial é classificada de acordo com suas caracteristicas histolégicas, ou seja, 0
numero de camadas celulares que separa a circulacdo materna da fetal. S&o elas: endométrio
materno, tecido conjuntivo, epitélio materno, trofoblasto, tecido conjuntivo fetal e endotélio
fetal (WOODING, 1992; SCHLAFER et al., 2000). O fluxo sanguineo materno-fetal da
placenta bovina é, inicialmente, multiviloso e tende a tornar-se contracorrente, 0 que o
diferencia da placenta humana, onde as células trofoblasticas ficam diretamente em contato
com o sangue materno (LEISER; KAUFMANN, 1994).

Assim a placenta de ruminantes tem uma estrutura anatémica uniforme baseada nas areas de
aposicdo da membrana feto-maternal e sua proliferacdo para formar placentomas
(WOODING et al., 1997). Entre 70 a 120 placentomas sdo formados durante a gestacdo no
bovino, os quais aumentam diversas vezes seu tamanho original, sendo maiores aqueles
localizados no tergo médio do corno gestante, com a estabilizacdo do crescimento ocorrendo
entre os dias 180 e 210 da gestacdo (MARQUES JUNIOR et al., 1993).

Ceélulas gigantes trofoblasticas bovinas

A placenta bovina é revestida por epitélio trofoblastico constituido por celulas trofoblasticas
mononucleadas e as células trofoblasticas gigantes, podendo estas ser binucleadas ou
possuirem apenas um nucleo gigante (IGWEBUIKE, 2005; WOODING, 1992).

As células trofoblasticas mononucleadas formam a maioria da interface materno-fetal e estdo

primariamente envolvidas com a troca de nutrientes (SCHLAFER et al., 2000). As células
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trofoblasticas gigantes compreendem cerca de 20% da populacéo de células trofoblasticas da
placenta (SCHLAFER et al., 2000; BERTOLINI et al., 2006) e migram rotineiramente do
epitélio trofoblastico e se fundem com células do epitélio uterino, formando células
trinucleadas (WOODING, 1992; WANGO et al., 1990). Este mecanismo é importante para
que ocorra o transporte e liberagdo dos seus granulos no compartimento materno. Estes
granulos contem horménios, como o lactogénio placentario (ANTONY et al., 1995), estradiol
(METAMOROS et al., 1994) e progesterona (WANGO et al., 1990), além de fatores de
crescimento, associados ao desenvolvimento fetal e manutencéo da gestagdo (SCHLAFER et
al., 2000).

Essa migracdo que ocorre nas células trofoblasticas binucleadas é a caracteristica mais
importante na placenta de ruminantes, e ocorre através de gap junction (WOODING, 1992),
inciando a migracdo entre os dias 18 a 20 da gestacdo e permanece por todo o periodo
gestacional (LEISER; KAUFMANN, 1994). Esta capacidade das células binucleadas de
migrar e fusionar-se as células epiteliais uterinas maternas tém por resultado a formacéo de
placas sinciciais dando ascensdo a classificacdo da placenta de ruminantes como
sinepteliocorial (WOODING, 1992). Durante toda a gestacdo ocorre a formacdo e a
migracdo das células trofoblasticas gigantes, entretanto quanto mais proximo o final da
gestacdo, menor € o seu numero e o periodo de vida (WOODING, 1992; GREEN et al.,
2000; BERTOLINI et al., 2006).

Acredita-se que as células trofoblasticas binucleadas sejam originarias de células
trofoblasticas mononucleadas através de um processo de mitose acitocinética, ou seja, por
uma sequéncia de mitoses com duplicacdo cromossomica e cariocinese (divisdo nuclear),
porém, sem citocinese correspondente (divisdo citoplasmatica), ou seja, 05 Cromossomos €
0s nucleos estdo duplicados, mas o citoplasma néo se divide (KLISH et al., 1999). Durante
0s primeiros estagios de seu desenvolvimento, as células binucleadas séo aleatoriamente
posicionadas de forma mais profunda no trofoectoderma em uma posicdo intraepitelial,
portanto, estas células ndo fazem contato com a membrana basal ou com o apice microvilar
do trofoectoderma (WOODING, 1984; WANGO et al., 1990).
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As células binucleadas sofrem alteracfes em todas as fases da gestacdo, mas em torno do
150° dia esse processo se intensifica. A cromatina comega a se condensar tornando o ndcleo
cada vez mais condensado. O citoplasma reduz o seu volume e perde o seu aspecto granular.

A membrana plasmaética também tem seu contorno alterado (MORAIS- PINTO, 2002).

Maturacdo e expulsdo placentéria

A liberacdo da placenta apds o parto envolve a perda da adesdo materno-fetal e ocorre
somente ap6s a maturacdo completa do placentoma, que esta relacionada com a diminuicdo
da populacéo celular dos tecidos fetal e materno (MALARD et al., 1996). A apoptose parece
ser requerida tanto para a maturacdo quanto para a liberacdo normal da placenta apds o parto
(NUNES et al., 2001, MARTINS et al., 2004). No momento do parto, a apoptose nas células
do placentoma é mais intensa e pode estar associada a mudancas hormonais (MARTINS et
al., 2004).

Diversos fatores ou componentes do placentoma tém sido descritos como importantes no
mecanismo de retencdo de placenta em bovinos. O declinio no numero de células
trofoblasticas binucleadas esta relacionado com a correta separacao placentaria ap6s o parto
normal de bovinos. A persisténcia destas células leva a retencdo placentaria. Além disso, o
namero de células apoptdticas em placentomas de vacas com parto sem RP é maior do que
em vacas com RP (GROSS et al. 1991).

Macro6fagos, presentes no parénquima das cardnculas bovinas, sdo importantes para modelar
0s componentes do estroma materno e manter o tamanho e formato de cada placentoma.
Esse processo ocorre durante toda a gestacdo, diminuindo a fixacdo do tecido fetal no
materno ao final para liberagdo das membranas fetais apds o parto (MIYOSHI;
SAWAMUKAL, 2004).

A reducdo no suprimento sanguineo das carunculas maternas e da circulacdo placento-fetal

ajuda na desagregacdo feto-maternal apds o parto. As vilosidades coridnicas tornam-se
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menos aderidas as criptas carunculares devido aos periodos alternados de hiperemia e
isquemia e as enzimas proteoliticas, tais como a colagenase, diminuindo a adesdo da matriz
extracelular na interface materno-fetal (JEFREY et al., 1991). A liberagdo fisioldgica da
placenta ocorre geralmente entre trés a seis horas ap6s o parto. A prote6lise do cotilédone e
a diminuicdo da adesividade na interface caruncula-cotilédone resultam na liberacdo da
placenta. As colagenases sdo capazes de reduzir a viscosidade especifica do colageno. A
atividade dessas enzimas durante a liberacdo da placenta é aumentada nas vilosidades de
vacas saudaveis e diminui em vacas com retencdo placentéria (GROSS et al., 1985).

Com o aparecimento das contracdes uterinas ha a compressdo mecanica dos placentomas
induzindo o relaxamento das vilosidades coridnicas o qual favorece o desprendimento dos
cotilédones (CHALLIS; LYE, 1994). Em seguida, com a presenca de contracdes
abdominais, o feto é forcado para o interior da pelve e os placentomas sdao comprimidos
contra o feto pela pressdo da parede abdominal e contragcdes uterinas. Apos a expulsdo do
feto o fluxo sanguineo umbilical é interrompido. Com isso ha isquemia dos vilos coriénicos
e contracdo dos capilares facilitando a separacdo entre os vilos e as criptas. Nesse estagio, as
contracdes uterinas diminuem de amplitude, mas permitem a liberacdo da placenta (HAFEZ;
JAINUDEEN, 1995).

Apoptose

A apoptose ou morte celular fisiologica ou programada é caracterizada como um conjunto
distinto de alteragdes morfoldgicas e bioquimicas que incluem a condensacéo da cromatina,
a fragmentacdo do DNA internucleossomico e, talvez o mais importante, as alteracbes na
superficie celular que possibilitam o rapido reconhecimento e englobamento das células
apoptoticas pelas células fagocitarias vizinhas, evitando-se a inducdo de reacdo inflamatdria
(KUAN; KUIDA, 2003).

A apoptose € ativada por um conjunto de genes que codificam proteinas essenciais para a

morte da célula, como endonucleases e proteases. A ativacdo pode envolver mecanismos
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moleculares dependendo da supressdo de fatores troficos oriundos de células vizinhas, como

fatores de crescimento, ou distantes, como hormonios (ROBERTIS; HIB, 2001).

A apoptose ocorre, principalmente, por duas vias: extrinseca e intrinseca. A via extrinseca é
iniciada pela interacdo de receptores de membrana (conhecidos como receptores de morte)
com seus ligantes especificos (HENGARTNER, 2000). Esses receptores sdo aqueles que
fazem parte da familia do fator de necrose tumoral, como TNFR e Fas (Apol/CD59),
presentes na membrana celular (REED, 2000). Quando hé ligacdo do receptor ao seu ligante,
ha formacdo de um complexo sinalizador de inducdo de morte (DISC). O DISC incorpora
moléculas adaptadoras como FADD (dominio de morte associado ao Fas) que se ligam a
pré-caspase iniciadora 8, através de dominios de morte (OPFERMAN; KORSMEYER,
2003; ELMORE, 2007). O complexo formado por estas caspases, 0 receptor de morte e as
moléculas adaptadoras ¢ chamado de ‘“apoptossomo iniciador”. Na sequéncia, caspases
executoras sdo ativadas pelas iniciadoras ou estas Gltimas irdo gerar sinais que irdo acoplar-
se a via extrinseca atingindo bioquimicamente o conjunto de mitocondrias. Ao nivel da
mitocdndria a liberacdo de citocromo ¢ € controlada principalmente pelas proteinas da
familia Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xL, Bax) (AMARANTES-MENDES, 2003).

A via intrinseca, também conhecida como via mitocondrial, é ativada por estimulos que
resultam na permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria promovendo a liberacédo
de proteinas do espaco intermembranoso desta organela. Diversas dessas proteinas iniciam
ou regulam a ativacao das caspases, a principal delas € o citocromo ¢ (GREEN, 2003; OW et
al., 2008). No citoplasma, o citocromo c se liga ao fator ativador de protease apoptotica - 1
(Apaf-1). O Apaf-1 é um monémero que quando ligado ao citocromo c, na presenca de
ATP, sofre mudancas conformacionais, formando um heptdmero. H& entdo a exposi¢do de
dominios de recrutamento de caspase ativada (CARD), permitindo a liga¢do da pré-caspase
9, formando o apoptossomo. Este consiste de uma plataforma que promove a ativacdo da
caspase 9 que, posteriormente, ativa as caspases executoras (REED, 2000; OW et al., 2008).

Sinais de estresse intracelular podem desencadear a apoptose, em decorréncia de disfuncédo
mitocondrial, lesdo do DNA ou disturbios nas vias metabdlicas, como aumento do calcio

intracelular, reducdo do pH e estresse oxidativo. Diante dessas alteragdes celulares, pode
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haver a translocacdo de proteinas pro-apoptéticas, por exemplo, Bax e Bid, do citosol para a
mitocdndria. Essas proteinas s&o membros da familia Bcl-2 e exercem funcéo reguladora da
apoptose. Proteinas como Bcl-2 e Bcl-XL, sdo anti-apoptéticas, enquanto a Bax, Bad e Bid sdo
pré-apoptoticas. A translocacdo dessas proteinas pro-apoptéticas para a mitocondria gera
liberacdo do citocromo-c, presente entre a membrana mitocondrial externa e interna, para o
citosol. Neste, o citocromo-c forma um complexo que leva a ativacao da caspase-9, que, por

sua vez, ativa caspases efetoras (executadoras) (PATEL; GORES, 1998).

Alguns estimulos externos como radiacdo ultravioleta e maior expressdo da proteina
supressora de tumor p53, podem ativar as proteinas pro-apoptoticas, levando ao aumento na
permeabilidade da membrana externa da mitocondria (JAMES; GREEN, 2004; KIM et al.,
2006). Além disso, a proteina Bid também pode ser ativada pela caspase 8, promovendo a

interacdo entre as duas vias apoptdticas (TAYLOR et al., 2008).

Proteinas pré-apoptdticas como Bax, que tem como alvo as membranas mitocondrias, podem

induzir dano e apoptose, mesmo quando as caspases sdo inativadas (XIANG et al., 1996).

A regulacdo do processo envolve a interacdo de dois tipos de caspases, as iniciadoras e as
executoras. Algumas das primeiras (caspase -8, -9 e -10) recebem um sinal pré-apoptotico e
sdo ativadas passando este sinal para as executoras (caspases -3, -6 e -7), dentre as quais

supde-se que a caspase -3 seja a primeira executora (SLEE et al., 2001).

A maioria das alteragdes morfologicas observadas por Kerr et al. (1972) é causada por uma
série de cisteino proteases, chamadas caspases, que séo ativadas especificamente em celulas
em apoptose (COHEN, 1997; MINKO et al., 2001). Estas enzimas possuem um residuo de
cisteina no sitio ativo e clivam substratos que possuem residuos de acido aspartico em
sequéncias especificas. A especificidade pelos seus respectivos substratos € determinada por
quatro residuos amino-terminal no sitio de clivagem (STENNICKE; SALVESEN, 1998;
THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998, HENGARTNER, 2000). A ativacdo das caspases
promove o0 aparecimento das alteragdes celulares que caracterizam a apoptose, como
desmontagem da membrana nuclear e do arcabouco de laminas, condensacdo da cromatina e

degradacdo proteolitica das estruturas nucleares e citoplasmaticas. Estas alteracdes sdo
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comuns a todas as células em apoptose explicita, independentemente do agente indutor do
processo. 1sso significa que a agdo destas caspases representa uma via final comum que opera
em todas as ceélulas programadas para morrer (THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998;
HENGARTNER, 2000).

As células apoptoticas sdo evidenciadas atraves da utilizacdo de marcadores celulares,
alguns deles voltados para a deteccdo de fragmentacdo do DNA gendmico, facilmente
interpretaveis em cortes de tecido previamente incluidos em parafina (GOWN;
WILLINGHAM, 2002). Anticorpos mono e policlonais utilizados em métodos
imunoistoquimicos tém alta especificidade no alcance de células em apoptose ou em
proliferagéo (STICHOCOMBE et al., 1995; WOOD et al., 1999).

O diagnostico de morte celular é possivel de ser feito baseado em fatores morfologicos,
como fragmentacdo nuclear, e também funcionais, mediante 0 aumento da permeabilidade
de membrana. Apesar da dificuldade existente em detectar-se células que estdo morrendo ou
que acabaram de morrer, aquelas que sofrem apoptose podem ser identificadas em cortes de
tecido, através da identificacdo de mudancas nucleares distintas e da utilizacdo de métodos

imunoistoquimicos, relacionados a patologia molecular (MAJNO; JORIS, 1996).

Apoptose no desenvolvimento placentario

O processo de maturacdo da placenta bovina é caracterizado por alteracGes histologicas no
epitélio das criptas maternas, promovendo regressdo das células epiteliais maternas,
afinamento e desnudamento das criptas uterinas, além de diminuir a distancia entre o sangue
materno e fetal, mecanismo que a placenta encontra para atender a crescente demanda do
feto nos ultimos meses de gestacdo. A apoptose reflete o inicio desta regeneracao tecidual e
a continua nutri¢do histiotréfica do feto, a qual consiste na fagocitose de células epiteliais
maternas apoptoticas. Estas caracteristicas sdo consideradas parte do processo de maturagao
placentaria, o qual também é um pré-requisito para a desconexao materno-fetal e liberagédo

das membranas fetais ap0s o parto. Desta forma, a apoptose em células das criptas do
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epitélio materno e em menor proporcao em epitéelio do trofoblasto é detectada durante toda a
gestacdo no placentoma, refletindo a renovagéo normal e a necessidade da apoptose para a
hemostasia placentaria (BOSS et al., 2003).

Tanto a proliferacdo celular quanto a apoptose desempenham papel importante na funcao
placentaria. Ambos 0s processos sdo inversamente proporcionais ao longo da gestacéo
(BOOS et al., 2003). Segundo Smith et al. (1997), a apoptose atinge células de todos os tipos
na placenta humana. A sua ocorréncia aumenta consideravelmente no terco final da gestacéo
(STRASZEWSKI-CHAVEZ et al., 2004). Nesse caso, a apoptose parece estar relacionada
com o mecanismo de remodelacdo placentaria auxiliando na manutencdo adequada das
proporc¢oes teciduais (SMITH et al., 1997).

A apoptose é crucial para o desenvolvimento e homeostase da placenta (CROCKER et al.,
2003). O processo apoptotico ocorre nas células trofoblasticas e tem como objetivo a
renovacdo dessas células (RANGO, 2008). Esse processo € regulado ao longo do
desenvolvimento placentario, sendo que, no terceiro trimestre gestacional a incidéncia de
apoptose € maior do que no primeiro (LEVY; NELSON, 2000).

Além disso, a apoptose nas células trofoblasticas esta associada a protecdo imunoldgica. O
Fas ligante (FasL) induz apoptose em células T que expressam receptor em suas membranas
conhecido como Fas ou CD95 (ASHKENAZI; DIXIT, 1998). O sistema Fas-FasL, que atua
na regulacdo das funcdes imunes através da morte celular mediada por linfocitos T, é expresso
também nos tecidos reprodutivos (BALDWIN et al., 1999; GUTIERREZ et al., 1999).
Células trofoblasticas expressam funcionalmente FasL, o que provavelmente contribui com
mecanismos de evasdo de acgdes do sistema imune pela regulagéo negativa do receptor Fas,
matando linfocitos pela ligacdo com FasL (RAJASHEKHAR et al., 2003). A interacdo Fas-
FasL contribui para que a placenta seja uma regido imunologicamente privilegiada (LEVY;
NELSON, 2000).

A apoptose em celulas trofoblasticas pode ser iniciada pela ligacdo da citocina TNF-o aos
seus receptores (TNF-R1 e TNF-R2), presentes nas células trofoblasticas (LEVY; NELSON,

2000). Além disso, estudos in vitro demonstraram que macrofagos ativados por IFN-y,
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induzem apoptose em celulas trofoblasticas. Essa indugéo estéa associada a secre¢do de TNF-a
e de Indoleamina 2,3 — dioxigenase (IDO), que cataboliza a degradacdo de triptofano das
células trofoblasticas, reacdo indutora de apoptose (HUPPERTZ et al., 2006). Estudos
demonstraram que citocinas pré-inflamatorias, como IFN-y e TNF-o, aumentam a expressao
de Fas/FasL nas células trofoblasticas, enquanto, citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e 1L-6)
diminuem a expressdo de Fas/FasL e ativam proteinas que inibem a apoptose
(ASCHKENAZI et al., 2002). As células trofoblasticas também apresentam inibidores de
apoptose, como proteinas da familia Bcl-2 e proteinas inibidoras de apoptose (IAP)
(HUPPERTZ et al., 2006).

O controle dos processos apoptdticos nas células trofoblasticas é extremamente importante e
garante o sucesso da gestacdo. Além disso, o controle da apoptose durante o desenvolvimento
embrionario normal € importante como forma de delecdo de diversas proteinas associadas a
letalidade e mal desenvolvimento fetal (HAEZELL; CROCKER, 2008). Tanto o excesso
quanto a deficiéncia da apoptose na placenta estdo associados aos abortos e com complicagoes
durante a gestacdo (CROCKER et al., 2003; HUPPERTZ et al., 2006).

Avaliacéo de colageno

A coloracéo histoquimica Picrosirius-red contribui para o estudo de estruturas colédgenas. Pelo
fato das moléculas de colagenos serem ricas em aminoacidos bésicos, estes reagem
fortemente com coloragdes acidas como o Picrosirius. Esta coloragdo apresenta uma molécula
altamente acida que possui seis grupos sulfénicos. Os grupos cromogenos desta molécula
apresentam alta seletividade para o colageno, sendo capazes de detectar pequenas quantidades
do mesmo (MONTES, 1996).

Esta coloracdo realca a birrefringéncia ja existente no colageno, devido ao paralelismo e
organizacdo tecidual. As moléculas do Picrosirius Red agregam as moléculas de colageno
formando estruturas visiveis sob luz polarizada (MONTES, 1996; ORTEGA et al., 2003).
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Os varios tipos de colageno apresentam diferentes padrdes de agregacdo com as moléculas do
Picrosirius, desta forma as fibras apresentam diferentes colorac¢des, sendo possivel identifica-
las. O colageno Tipo | é caracterizado por fibras grossas, altamente birrefringentes e de
coloracdo amarela ou vermelha. J& o colageno Tipo Il apresenta fibras mais finas de baixa
birrefringéncia e coloracdo verde (MONTES, 1996; ORTEGA et al, 2003).

JUNQUEIRA et al. (1979) afirmam que quando o acido picrico ndo é usado, constata-se que
todas as estruturas mostram intensificacdo da birrefringéncia. E importante assinalar que o
uso da solucéo de Picrosirius Red, associado a microscopia polarizada, apresenta importante
sensibilidade e especificidade como método simples para localizar as fibras colagenas
(RABAU; DAYAN, 1994). Pode-se distinguir em padrdes de cores, diferencas de didametro e
arranjo estrutural das fibras do colageno, diferentes tipos de colagenos (HIRSHBERG et al.,
1999).

A falha na colagendlise dos placentomas € proposta por muitos autores como um fator
fundamental de Retencdo Placentaria (RP). Vacas com RP apresentam uma colagendlise e
protedlise diminuidas (MELENDEZ et al., 2006), ou um sistema anti-colagenase mais ativo
(EILER; HOPKINS, 1993), sendo incapazes de degradar o colageno do tipo Ill, que diminui

significativamente em vacas normais no final da gestacdo (SHARPE et al., 1990).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho objetivou avaliar quantitativamente o nimero e area de vasos nos componentes
materno e fetal da placenta, e a proporcdo de colageno tipo | e Il em diferentes idades
gestacionais. Avaliou-se também a imunoexpressdo das Caspases 3 e 8, do Bax e do Bid em
células trofoblasticas binucleadas e demais células do placentoma, correlacionando estes

dados com os periodos de 3, 6 e 9 meses de gestacgao.

Objetivos especificos

Quantificar histomorfometricamente a expressao in situ de caspase iniciadora (caspase 8) via
imunoistoquimica no trofoblasto e demais células placentarias de vacas em diferentes idades

gestacionais;

Quantificar histomorfometricamente a expressdo in situ de caspase efetora (caspase 3) via
imunoistoquimica no trofoblasto e demais células placentarias de vacas em diferentes idades

gestacionais;

Quantificar histomorfometricamente a expressao in situ de proteinas pré apoptéticas da
familia Bcl-2 (Bax e Bid) via imunoistoquimica no trofoblasto e demais células placentarias

de vacas em diferentes idades gestacionais;

Quantificar histomorfometricamente a expressdo in situ de proteinas anti apoptéticas da
familia Bcl-2 (Bcl-2) via imunoistoquimica no trofoblasto e demais células placentarias de

vacas em diferentes idades gestacionais.
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Quantificar histomorfometricamente a dissociacdo das fibras do estroma de vilosidades

coribnicas e a hiperemia dos placentomas (nimero e &rea de vasos da placenta).

Avaliar histomorfometricamente o colageno tipo | e 111,
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Estudou-se, num ensaio duplo cego, os placentomas de 15 vacas mestigas provenientes do
Frigorifico Alvorada, situado no municipio de lgarapé, MG. Essas amostras foram divididas
em trés grupos (n=5): o Grupo | foi formado por placentomas obtidos de vacas com quatro
meses de gestacdo; o Grupo Il por placentomas de vacas com seis meses de gestacdo e 0
grupo Il por placentomas de vacas com nove meses de gestacdo. A estimativa da idade fetal
foi calculada pelo comprimento craniocaudal (CRL) do feto (NOAKES, 1990). As amostras

foram processadas rotineiramente para histologia, imunoistoquimica e histoquimica.

Processamento histopatolégico

As amostras foram seccionadas em micr6tomo com espessura de 5um, utilizando-se
navalhas descartaveis. Apds obtencdo dos cortes, as laminas foram submetidas ao método de

coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE).

As laminas coradas em HE foram utilizadas para determinacdo do indice apoptotico, analise
de vasos e a dissociacdo das fibras do estroma das vilosidades. Determinou-se o indice
apoptotico (IA= somatorio das células em apoptose/somatdrio das células totais x 100). Na
quantificacdo do 1A, foram consideradas células em apoptose somente aquelas que
apresentavam pelo menos trés dos critérios morfologicos de inclusdo (VASCONCELOQOS;
VASCONCELOS 1996).
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Coloracéo de Picrosirius-red

A andlise estereoldgica das fibras colagenas tipo | e tipo 111 dos placentomas foi realizada a
partir da observacdo das laminas histoldgicas coradas atraves da técnica histoquimica

Tricrédmico de Picrosirius.

Quando observados com filtros polarizadores os cortes evidenciam especificamente as fibras
de colageno e permitem, ainda, a diferenciacdo destas fibras principalmente em tipo | (em

vermelho ou amarelo) e 11l (verde).

O método de Tricrdbmico de Picrosirius consiste basicamente na coloragdo da proteina
colageno. As fibras coladgenas mais espessas, fortemente birrefringentes apresentam-se
coradas em tons de laranja, amarelo e vermelho e representam o colageno tipo I, enquanto
que as fibras mais finas e dispersas, fracamente birrefringente, apresentam-se coradas em
verde, representando o colageno tipo Ill. Serdo avaliados os 3 melhores campos do
placentomas, com ampliacdo de 100x para a quantificacdo de colageno tipo I e Il corados
com Picrosirius, analisados em microscopia com luz polarizada e morfometricamente com

ajuda do Image Pro-Plus verséo 4.5.0.29 para Windows®, Media Cybernetics Inc, EUA.

Imunoistoquimica

Para a analise imunoistoquimica das amostras, as mesmas foram cortadas em secgdes de 5
pUm de espessura e posteriormente montadas em laminas previamente banhadas em gelatina,
que possui a funcdo de aderir os cortes a ldmina. Para a incubacdo com o anticorpo anti-
Caspase 3 clone JHM62 (Mouse Monoclonal CPP32, Novocastra TM) na diluicdo de 1:200
e anti-Caspase 8 clone 11B6 (Mouse Monoclonal CASP-8, Novocastra TM) na diluigdo de
1:200, as laminas foram submetidas a banhos de xilol I por 30 minutos, xilol 1l por 30

minutos e Xilol 1l por 20 minutos, seguidas de incubacdo em série decrescente de etanol
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(100%, 90%, 80% e 70%) por 5 minutos e lavadas em 3 banhos de PBS pH 7,4. Para a
recuperacdo antigénica as laminas foram submetidas & recuperacdo antigénica enzimaética,
sendo incubadas a temperatura ambiente, utilizando solugédo de proteinase K (Proteinase K,
Dako®, Dinamarca) por 5 minutos. Apds a recuperacdo antigénica, as laminas foram
lavadas em 3 banhos com PBS e entdo, submetidas ao bloqueio da peroxidase endégena com
utilizacdo de solucdo de metanol e peroxido de hidrogénio 10 volumes (9:1), realizando 3
banhos de 20 minutos cada. As laminas foram lavadas com 3 banhos de PBS de 5 minutos
cada. O bloqueio das ligacOes inespecificas enddgenas foi feio com leite em p6 Molico®
129/200 mL de PBS por 60 minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas com o
anticorpo primario para Caspase 3 e 8, na diluicdo de 1:200 para ambas, em camara umida

overnight a 4° C. Os anticorpos foram diluidos em PBS.

As laminas foram lavadas em 3 banhos de PBS por 5 minutos cada. Logo apds este
procedimento, as amostras foram incubadas com o anticorpo secundario em temperatura
ambiente por 1 hora. As laminas foram lavadas em 3 banhos de PBS por 5 minutos cada. A
solucgéo estreptavidina-biotina (Kit Dako®) foi aplicada sobre os cortes permanecendo por
30 minutos em camara Umida a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em 3
banhos de PBS por 5 minutos cada. Como soluc¢do reveladora foi utilizado um kit Dako de
DAB (diaminobenzidina) liquida (1ml do tampéo do kit, 1 gota de DAB) que foi aplicada
sobre os cortes por 1 minuto. As laminas passaram por 3 banhos de PBS. Para contra
coloracdo foi utilizado Hematoxilina aplicada sobre os cortes e permanecendo 6 minutos e
entdo lavadas com 2 banhos de &gua destilada. As laminas foram incubadas em solucdes
crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) por 3 minutos, xilol por 5 minutos e montadas
com laminula de vidro e Entellan® (Merck Millipore, Brasil).

Para a reagdo imunoistoquimica com o anticorpo anti- Bax e anti- Bid, empregou-se 0
mesmo protocolo, utilizando-se como anticorpo primario anti-Bax (Polyclonal Rabbit Anti-
Human Bax, Dako®, Dinamarca) na diluicdo de 1:50, e anticorpo primario anti-Bid (Rabbit
Polyclonal anti-Bid, Chemicon, CA, EUA) na dilui¢do de 1:100. Além disso, a solucéo de
recuperacdo antigénica foi trocada por &cido citrico 10mM pH 6.0 em banho dmido por 30

minutos a 96°C, conforme recomendado pelo fabricante.
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Utilizou-se o mesmo protocolo ja descrito, para o anticorpo anti-Bcl-2, utilizando-se como
anticorpo primario anti-Bcl-2 (Monoclonal mouse anti-human Bcl2 Oncoprotein clone 124,
Dako®, Dinamarca) na diluicdo de 1:200. Além disso, a solucdo de recuperagdo antigénica
foi trocada por Tris EDTA pH 8,0 (Tris HCL 0,152g, Tris Base 1,094g, EDTA 3,36g em

1000ml de agua destilada), conforme recomendado pelo fabricante.

Para controle positivo, foram utilizadas amostras de timo de camundongos (Figura 1 e 2).
Como controle negativo das reacdes, as amostras foram incubadas com PBS em substituicéo

do anticorpo primario (Figura 2 e 3).
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Figura 1- Timo de camundngo. A: Controle positivo de anti-Bax, na diluicdo de 1:50. B: Controle
positivo de anti-Bid na dilui¢do de 1:100. Complexo estreptavidina-peroxidase, 20x.

Figura 2- A: Timo de camundongo, controle positivo anti-BEI-Z, na dluigéo de 1:50. Complexo
estreptavidina-peroxidase, 20x. B: Controle negativo para a reacdo com o0 anticorpo Bcl-2 em
placenta de vaca, 40x.
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Figura 3- Controles negatlvosem placentas bovmas (sem 0 antlcorpo prlmarlo)“
Anti-Bid. Complexo estreptavidina-peroxidase, 40x.
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Morfometria

Os fragmentos foram analisados em microscopio Otico para contagem e localizacdo das
células ou estruturas marcadas. Para tanto, as imagens foram capturadas camera fotografica
(JVvC TK-1270/JCB) acoplada a microscopio oOtico Olympus BX43, digitalizadas e
posteriormente analisadas com auxilio de programa computacional de anélise de imagens
(Image Pro-Plus versdo 4.5.0.29 para Windows®, Media Cybernetics Inc, EUA). Os
resultados da quantidade, frequéncia e distribuicdo dos componentes ou células avaliados,

foram comparados entre os trés grupos e analise estatistica pertinente realizada.

Utilizou-se como critérios de exclusdo a presenca de artefatos de processamento (fraturas,
areas de retracdo do parénquima) ou qualquer outra com areas claras ou ndo preenchidas no
campo. Assim, selecionou-se campos histoldgicos em que se observavam claramente boas

evidencias dos parametros a a serem analisados.

Para a estimativa da celularidade, considerou-se 0s nucleos de todos os tipos celulares
presentes em meio aos componentes maternos e fetais do placentoma (células binucleadas,

trofoblastos, fibroblastos e células endoteliais).

A quantificacdo da porcentagem das areas vasculares (parametro para avaliacdo da hiperemia)
e da dissociacdo das fibras do estroma foi realizada avaliando-se 8 campos/animal. Para tal,
foi necessaria a homogeneizagédo do brilho e coloragdo (padronizagdo do contraste) em todas

as imagens selecionadas para esta analise morfométrica.

Parametros e analise morfométrica

A imunomarcagdo para cada antigeno alvo foi quantificada morfometricamente e o indice
resultante foi obtido representando a proporcéo das células marcadas sobre as células totais

(Ex: 1Bcl-2= somatorio das células imunomarcadas com o anticorpo anti Bcl-2/somatério



36

das células totais x 100).

A quantificacdo da imunomarcacdo foi realizada em campos histologicos obtidos em
objetiva planacromatica de 40x. Na quantificacdo das imunomarcagdes, foram consideradas
células positivas para 0 antigeno em questdo as imunomarcadas de maneira inequivoca e
cristalina. Na avaliacdo da razdo Bax/Bcl-2 utilizou-se a medida de tendéncia central obtida

na marcacdo de Bax dividida pela mesma obtida para Bcl-2.

Determinacdo do numero minimo representativo de campos histoldgicos e

imunoistoquimicos

O nimero minimo de campos representativos foi obtido a partir da avaliagdo morfométrica de
pelo menos cinquenta campos iniciais cujos indices de marcacdo foram registrados em
planilha eletronica. Posteriormente, por sorteio, foram formados 10 subgrupos de 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35..., retirados aleatoriamente com reposi¢do. Cada subgrupo foi submetido &
analise estatistica e caracterizada sua média e respectivo coeficiente de variacdo. O tamanho
amostral considerado como minimo representativo foi o valor em que o incremento do n° de
campos nao resultou em reducdo consideravel no valor do coeficiente de variacdo, conforme
descrito por MORO et al. (2004) com modificagbes. Este nUmero minimo representativo de
campos histolégicos foi utilizado na morfometria de todas as amostras e reacdes, capturando-
se imagens com as objetivas planapocromaticas de 10 (para a area, perimetro, didmetros
extremos dos vasos e Picrosirius red) e 40 vezes (para quantificacdo das celulas

imunomarcadas maternas e fetais dos placentomas bovinos).

O namero minimo de campo foi realizado para cada parametro analisado (indice apoptotico,
Bcl-2, Bax, Bid, Caspase 3 e Caspase 8) e apresentou variacbes, como demonstrado nas

figuras a seguir.
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Figura 4 — A: Determina¢do do nUimero minimo representativo de campos microscopicos para
quantificagdo do Indice apoptdtico em HE. B: Determina¢do do nimero minimo representativo de
campos microscépicos para a quantificacdo da % de imunomarcacao para o anticorpo anti-Bid.
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Figura 5 — A: Determinacdo do nimero minimo representativo de campos microscopicos para a
quantificagdo da % de imunomarcacdo para 0 anticorpo anti-Bcl-2. B: Determinagdo do ndmero
minimo representativo de campos microscépicos para a quantificacdo da % de imunomarcacédo para o
anticorpo anti-caspase 8.
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Figura 6 — A: Determinacdo do nimero minimo representativo de campos microscopicos para a
quantificagdo da % de imunomarcagdo para o anticorpo anti-caspase 3. B: Determinagdo do nimero
minimo representativo de campos microscépicos para a quantificacdo da % de imunomarcagdo para o

anticorpo anti-Bax.

Delineamento experimental e anélise dos resultados

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo ou mediana, conforme tenham

apresentado uma distribuicdo normal ou ndo, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando a

distribuicdo era normal utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) para avaliar eventuais

diferengas entre os parametros mensurados nos diferentes tempos de gestagdo e aplicou-se 0

teste de Newnam Keuls para comparar 0s grupos entre si. Quando a distribuicdo dos dados

ndo demonstrava normalidade, o teste ndo parametrico de Kruskal-Wallis foi aplicado e o

pés-teste de Dunn’s utilizado para multipla comparagdo. Os valores de P<0,05 foram

considerados significativos. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa

GraphPad Prism

versdo 5.
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ABSTRACT.- Carvalho T.F. Pereira N.B. Rocha C.R.]. Figueiredo C.C., Rachid M.A. &
Vasconcelos A.C. 2013. [Apoptosis and maturation placental bovine: An
immunohistochemical and morphometric study.] Apoptose e maturagdo placentaria
bovina: um estudo imunoistoquimico e morfométrico. Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0): 00:00. Departamento de Patologia Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antonio Carlos 6627, Belo Horizonte, MG
31270-901, Brazil. E-mail: carvalhotativet@hotmail.com

Placental Release after birth involves loss of maternal-fetal adhesion and occurs
only after complete maturation of the placentome which is related to the decrease in
cellularity of fetal and maternal tissues. Apoptosis is required for both the normal
maturation and release of the placenta after birth. The aim of this study was to evaluate
the occurrence of apoptosis in samples of placenta of cows in different stages of
gestation. Samples of 15 healthy cows placentomas 4 (n =5), 6 (n =5) and 9 (n = 5)
months of gestation were harvested and processed for routine histology,
immunohistochemistry and histochemistry. The slides were stained with HE, Picrosirius
Red and subjected to immunohistochemical analysis of proteins Caspase 3, Caspase 8,
Bax and Bid. Increase in number of vessels were not associated to increase in vascular
area, during progression of gestation. The results of histomorphometry revealed
increased labeling for Bax and Caspases 3 and 8 in trophoblastic binucleated cells in late
pregnancy, where the Bid remained without significant change. Histomorphometry
analyzing the mononuclear trophoblast cells showed a high expression for Bax in early
pregnancy, but decreased at 6 months of gestation. Immunolabeling revealed increased
Caspases 3/8 and Bid with advancing of gestation. Further evaluation of type I and III
collagens showed a decrease of both types of collagens at the end of gestation, which is
very important for the reduction of maternal-fetal adhesion. These results confirm that
Caspases 3 and 8 and Bax are involved in the mechanisms of activation of apoptosis
through mitochondrial intrinsic and or extrinsic pathway during pregnancy in
trophoblastic binucleated cells. In mononuclear trophoblast cells Bax loses importance
in the apoptosis process, awhile Bid and caspases 3 and 8 become the most significant.

INDEX TERMS: Placental maturation, apoptosis, immunohistochemistry, Caspase 3,
Caspase 8, Bid, Bax, cattle.
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RESUMO.- A liberagdo da placenta ap6s o parto envolve a perda da adesdao materno-fetal
e ocorre somente apds a maturacdo completa do placentoma, que esta relacionada com a
diminuicdo da celularidade dos tecidos fetal e materno. A apoptose é requerida tanto
para a maturacao quanto para a liberagdo normal da placenta ap6s o parto. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a ocorréncia de apoptose em amostras de placenta de vacas
em diferentes fases de gestacdo. Amostras de placentomas de 15 vacas saudaveis com 4
(n=5), 6 (n=5) e 9 (n=5) meses de gestacao foram colhidas e processadas rotineiramente
para a histologia, imunoistoquimica e histoquimica. As laminas obtidas foram coradas
em HE, Picrosirius Red e submetidas a andlise imunoistoquimica das proteinas Caspase
3, Caspase 8, Bax e Bid. O aumento no nimero de vasos ndo necessariamente se associou
ao aumento do calibre destes durante a evolucdo da gestacdo. Os resultados de
histomorfometria revelaram aumento da marcagao para Bax e Caspases 3 e 8 em células
trofoblasticas binucleadas no final da gestacdo, enquanto o Bid se manteve sem
alteracdo significativa. A histomorfometria das células trofoblasticas mononucleadas
revelou expressdo alta para Bax no inicio de gestacdo, com diminuicdo aos 6 meses de
gestacdo e aumento das imunomarcagdes para Caspases 3 e 8, e Bid com o avango
gestacional. Os coldgenos tipo I e IIl ndo aumentaram do terco médio ao final da
gestacdo, o que é importante para a diminuicdo da adesdo materno-fetal. Esses
resultados confirmam que as Caspases 3 e 8, e o Bax estdo envolvidos nos mecanismos
de ativacdo da apoptose pela via intrinseca mitocondrial e/ou extrinseca ao longo da
gestacdo em células trofoblasticas binucleadas, e que nas células trofoblasticas
mononucleadas o Bax deixa de ser importante, enquanto o Bid e as Caspases 3 e 8 se
tornam os mais significativos.

TERMOS DE INDEXACAO: Maturacio placentaria, apoptose, imunoistoquimica, Caspase
3, Caspase 8, Bid, Bax, bovinos.

INTRODUCAO

A placenta bovina é classificada como cotiledonaria, pela presenca de regides
especificas de trocas, os chamados placentomas, compostos pela carincula materna e
pelo cotilédone fetal. O crescimento e desenvolvimento normal dos placentomas sao
essenciais para o desenvolvimento e crescimento fetais (Laven & Peters 2001). A
liberacdo da placenta apds o parto envolve a perda da adesdao materno-fetal e ocorre
somente ap6s a maturacao completa do placentoma que estd relacionada com a
diminuicdo da populagdo celular dos tecidos fetal e materno (Mallard et al. 1996).
Estudos mostram que a apoptose estd envolvida tanto na maturagdo quanto para a
liberacdo normal da placenta ap6s o parto (Nunes et al. 2001, Martins et al. 2004). No
momento do parto, a apoptose nas células do placentoma é mais intensa e pode estar
associada a mudancas hormonais (Martins et al. 2004).

A apoptose é um tipo de morte celular programada ativada por genes que
codificam endonucleases e proteases para a morte da célula (Saraste & Pulkki 2000).
Existem duas vias distintas que podem estar ativas. Na via extrinseca a apoptose é
iniciada via receptores de morte, ativando a pré-caspase-8 ou -10 (Hengartner 2000).
Na via intrinseca ou mitocondrial, ativada com as altera¢des de permeabilidade de
membrana mitocondrial ocorre a liberacdo do citocromo c para o citosol, que se liga a
dATP, Apaf-1 e pré-caspase-9, formando o complexo apoptossomo. A caspase-9
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(iniciadora) cliva as caspases efetoras subsequentes (-2, -3, -6, -7, -8, -9, e -10)(Anazetti
et al. 2003). A via mitocondrial é ativada em resposta a danos no DNA, que ativam
membros pré-apoptdticos da familia Bcl-2 (Bax, Bid). Membros pro- e anti apoptéticos
da familia Bcl-2 regulam a liberagao de citocromo c a partir da membrana mitocondrial
interna. Os membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2 inibem a apoptose impedindo a
formacdo de poros na membrana mitocondrial e o extravasamento do citocromo c para
o citosol (Gottlieb 2000). Caspases subsequentes sdo ativadas, culminando na clivagem
de substratos especificos e na apoptose (Anuradha et al. 2001).

A remodelacdo dos componentes do estroma materno e a manutenc¢ao do
formato dos placentomas envolve a participacdo de macrofagos. Esse processo ocorre
durante toda a gestacao, diminuindo a fixacao do tecido fetal no materno ao final para
liberacdo das membranas fetais ap6s o parto (Miyoshi & Sawamukai 2004).

Diversos fatores ou componentes do placentoma sdo importantes na maturagao
placentaria em bovinos. Nesse estudo visa-se a ampliacdo de conhecimentos sobre as
mudangas estruturais na placenta no seu desenvolvimento e maturacao, considerando
as consequéncias econdmicas de sua retencdo. Nesse contexto, a andlise
imunoistoquimica associada a morfometria devera permitir o detalhamento numérico
das células imunomarcadas no placentoma bovino em diferentes momentos da gestagao.

Este trabalho objetivou avaliar quantitativamente o niimero e area de vasos nos
componentes materno e fetal da placenta, e a propor¢ao de colageno tipo I e Il em
diferentes idades gestacionais. Avaliou-se também a imunoexpressao das Caspases 3 € 8,
do Bax e do Bid em células trofoblasticas binucleadas e demais células do placentoma,
correlacionando estes dados com a idade gestacional.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental: Foram utilizadas 15 placentas de vacas mestigas adultas
provenientes do Frigorifico Alvorada, situado no municipio de Igarapé, MG. Essas
amostras foram divididas em trés grupos (n=5): o Grupo I foi formado por placentomas
obtidos de vacas com 4 meses de gestacdo; enquanto os Grupos Il e III por placentomas
de vacas com 6 e 9 meses de gestacdo, respectivamente. A estimativa da idade
gestacional foi calculada pelo comprimento craniocaudal (CRL) do feto (Noakes 1990).
Andlise histopatoldgica e morfométrica: As amostras foram fixadas em formol
tamponado pH 7.4 por 24 horas e processadas para inclusdo em parafina. Sec¢des de
S5um foram realizadas para analise histolégica, imunoistoquimica e histoquimica. As
laminas foram coradas em HE (Hematoxilina e Eosina) para determina¢do do nimero e
area de vasos, em Picrosirius Red para analise dos colagenos tipo I e Il e submetidas a
reacdo de imunoistoquimica das proteinas Bid, Bax e Caspases 3 e 8. Os fragmentos
foram analisados em microscépio 6tico para contagem e localizacdo das células ou
estruturas marcadas. Para tanto, as imagens foram capturadas camera digital (JVC TK-
1270/]CB) acoplada a microscépio 6tico (Olympus BX43) e posteriormente analisadas
com programa de andlise de imagens Media Cybernetics Image Pro-Plus versao 4.5.0.29
para Windows®.

A andlise das fibras colagenas tipo I e tipo Il dos placentomas foi realizada a
partir da observacdo das laminas coradas com Picrosirius Red. Foram capturados 3
campos/lamina por animal, em objetiva planocromatica de 10x com luz polarizada. A
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quantificacdo dos colagenos tipo I e tipo III foi através da area de coldgeno (unidade,
uM?2).

A quantificagdo do nimero e area de vasos foi realizada a partir da observacao
das laminas coradas com HE. Foram capturados 8 campos/lamina para cada animal, em
objetiva planocromatica em 10x.

Andlise imunoistoquimica: Seg¢des histolégicas de placentomas foram
desparafinizadas, hidratadas e incubadas por 30 minutos em peréxido de hidrogénio a
3% para bloqueio das peroxidases enddgenas. Apds a lavagem por cinco minutos com
tampao fosfato (PBS), as laminas foram submetidas a recupera¢do antigénica conforme
padronizado para cada anticorpo. Para as Caspases 3 e 8 utilizou-se a solugdo de
Proteinase K (Proteinase K, Dako Corp., Carpinteria, CA) por 5 minutos e para Bid e Bax a
solugdo de Acido citrico 10mM pH 6.0 em banho tmido por 30 minutos a 96°C. O
bloqueio das liga¢des inespecificas enddégenas foi feio com leite desnatado 5% (Molico®
- Industria Brasileira). Os cortes foram incubados camara umida “overnight” com os
anticorpos primarios nas diluicdes de 1:200 para Caspases 3 e 8, de 1:50 para anti Bax e
de 1:100 para anti Bid. Os anticorpos foram diluidos em PBS. Utilizaram-se os
anticorpos: anti-Caspase 3 clone JHM62 (Mouse Monoclonal CPP32, Novocastra TM), anti-
Caspase 8 clone 11B6 (Mouse Monoclonal CASP-8, Novocastra TM), anti-Bax (Polyclonal
Rabbit Anti-Human Bax, Dako®, Dinamarca), e anti-Bid (Rabbit Polyclonal anti-Bid,
Chemicon, CA, EUA). Posteriormente as laminas foram incubadas com o anticorpo
secundario biotinilado (DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp., Carpinteria, CA) em temperatura
ambiente por 1 hora. Em seguida incubou-se com a solugdo estreptavidina-biotina
(DAKO Corp., Carpinteria, CA) permanecendo por 30 minutos em camara Umida a
temperatura ambiente. Utilizou-se o cromoégeno diaminobenzidina (DAB, Dako Corp.,
Carpinteria, CA) e todas as se¢des foram contracoradas com Hematoxilina de Harris.

As imagens dos campos contendo as imunomarcag¢des foram capturadas com
objetiva planacromatica de 40x. A imunomarca¢do para cada antigeno alvo foi
quantificada morfometricamente obtendo-se um indice de marcagdo representando a
proporg¢ao das células marcadas sobre as células totais (Ex: IBax= somatorio das células
imunomarcadas com o anticorpo anti Bax/somatorio das células totais x 100).

As imunomarcagoes foram quantificadas em um nimero minimo representativo
de campos definido pela avaliagdo da evolucao dos erros padrdes de acordo com o
aumento da amostragem (Moro et al. 2004). Brevemente, determinou-se o Indice de
marcacdo a partir da contagem de células no nimero maximo obtido de campos
tomados numa lamina. Desses, formaram-se subamostras crescentes de campos (5, 10,
15..., etc) sorteados com reposicdo. Essas subamostras foram caracterizadas por suas
meédias e respectivos erros padroes. Plotou-se um grafico da evolugao dos erros padrdes
com o aumento do numero de campos. Quando o erro padrao nao diminuia
acompanhando o aumento do ndmero de campos se obtinha o ndimero minimo
representativo de campos para cada parametro a ser analisado imunoistoquimicamente.
Ficou assim estabelecido 25 campos/lamina para Bax e 30 campos/lamina para Bid,
Caspases 3 e 8.

Para a andlise estatistica os parametros morfométricos obtidos dos diversos
campos histolégicos foram submetidos ao teste de Kolmogorf-Smirnoff (KS) para
verificacdo de distribuicdo normal (Gaussiana). Quando os dados tinham distribui¢do
Gaussiana, procedeu-se a Andlise de Variancia e a multipla comparacdo de Newman
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Keuls (SNK). As médias e respectivos erros de cada tratamento foram plotadas em
grafico. Em caso de distribuicdo dos dados ndo se encaixar no teste de normalidade,
optou-se pelo teste nao paramétrico de Kruskall-Wallis acrescido do teste de multiplas
comparagdes de Dunn, utilizando-se o programa GraphPad Prism versao 5.1.

RESULTADOS

Achados de numero e area de vasos

O numero de vasos placentarios foi similar entre placentas com 9 e 6 meses de
gestacdo (5,53+0,43 e 5,15+0,33, respectivamente), e maior que em placentas com 4
meses de gestacao (4,03+0,56, com p<0,05) (Fig. 1A). Assim houve aumento significativo
do ndmero de vasos em placentas de 4 para 6 meses de gestacdo, porém nao de 6 para 9
meses. Inversamente a drea média dos vasos diminuiu em placentas de 4 para 6 meses
de gestac¢do, porém ndo de 6 para 9 meses (Fig. 1B).

Avaliacao histoquimica de colageno
Os colagenos do tipo I e Il aumentaram dos 4 aos 6 meses de gestacao. Dos 6 aos
9 meses houve discreta queda, nao significativa (Fig. 2 e 3).

Avaliacdao imunoistoquimica

A reacao imunoistoquimica com o anticorpo policlonal para a proteina Bax
ocorreu como grumos castanhos no citoplasma das células trofoblasticas no tecido
materno e com maior intensidade no tecido fetal (Fig. 4). O percentual de
imunomarcacdao para Bax nas células trofoblasticas mononucleadas foi maior nas
placentas com 4 meses (21,64%) diminuindo no Grupo com 6 meses de gestacdo
(19,08%), que ficou semelhante as placentas com 9 meses de gestacdao (18,25%)
(p<0,0002) (Fig. 5A). Ja nas células trofoblasticas binucleadas a marcacdao para Bax
aumentou progressivamente ao longo da gestacdo estando menor aos 4 meses (0,35%),
e maior aos 9 meses (2,68%) (p<0,0001) (Fig. 5B).

Houve ampla marcacdao imunoistoquimica para a proteina Bid em células
trofoblasticas mononucleadas nas amostras com 9 (60,75%) e 4 meses de gestacdo
(51,46%) e menor marcagdo nas amostras com 6 meses de gestacdo (49,52%) (Fig. 6 e
7A) (p<0,0001.). Nas células trofoblasticas binucleadas a imunomarcacao para Bid aos 4,
6 e 9 meses de gestacdo foi respectivamente, 3,23%, 2,87% e 3,02%, sem apresentar
diferenca estatistica entre os grupos (Fig. 7B e 8).

A marcacdo imunoistoquimica para Caspase 3 (Fig. 9) em células trofoblasticas
mononucleadas foi menor nas amostras do grupo com 4 meses de gestacdo (12,27%) e
aumentou progressivamente aos 6 e aos 9 meses de gestacao (14,98% e 26,43%)
respectivamente (Fig. 10A) (p<0,0001). Nas células trofoblasticas binucleadas foi menos
intensa, mas seguiu o0 mesmo padrdo, sendo menor no grupo com 4 meses (0,17%) e
aumentando progressivamente aos 6 e aos 9 meses de gestacdo (0,44% e 0,94%
respectivamente) (Fig. 10B) (p<0,0001).

A reacdo imunoistoquimica para a Caspase 8 (Fig. 11) mostrou expressao
progressiva aumentando de 4 (12,16%) a 6 (18,41%) e a 9 meses de gestacao (23,19%)
em células trofoblasticas mononucleadas (p<0,0001) (Fig. 12A). Ja nas células
trofoblasticas binucleadas s6 houve diferenca entre os extremos, sendo maiores com 9
(1,82%) e menores com 4 meses de gestacdo (0,83%) (p<0,0001) (Fig. 12B).
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DISCUSSAO

Neste trabalho avaliou-se as mudangas estruturais na placenta no seu
desenvolvimento e maturacdo. Analisou-se histomorfometricamente o niimero e area de
vasos nos componentes materno e fetal da placenta, e a propor¢do de colageno tipo I e
[II em diferentes idades gestacionais. Além disto quantificou-se a imunoexpressao das
Caspases 3 e 8, do Bax e do Bid em células trofoblasticas binucleadas e demais células do
placentoma, correlacionando estes dados com a idade gestacional.

Houve aumento significativo do nimero de vasos em placentas de 4 para 6 meses
de gestacdo, porém ndo de 6 para 9 meses. Inversamente a area média dos vasos
diminuiu em placentas de 4 para 6 meses de gestacdo, porém ndo de 6 para 9 meses.
Assim o aumento no numero de vasos nao necessariamente se associou ao aumento do
calibre destes durante a evolucao da gestacdo. Aos 6 meses de gestacdo, os vasos
placentarios estavam aumentando de nimero e diminuindo de tamanho, indicando
maior angiogénese e criacdo de anastomoses. Nao houve aumento da area e numero dos
vasos no terco final da gestacdo, o que concorda em parte com os achados de Grunert
(1984) como sendo resultado da hialinizacdo das paredes dos vasos sanguineos,
proliferacao de tecido conjuntivo da sub-intima e adventicia, bem como pela obliteracao
do limen dos mesmos.

O numero de vasos placentarios aumenta com o avango da gestacdo. No inicio da
gestacdo poucos capilares sdo encontrados no mesénquima, existindo uma evolugao na
vascularizacao com o progresso da gestacdo, conforme relatado por Pinto et al. (2008). A
maioria dos trabalhos em placentas em estagios iniciais de gestacdo e no ter¢o médio
evidenciam maior vasculogénese, com a formac¢dao de uma rede vascular anastomosada
(Cheung et al. 1995), proporcional as necessidades do desenvolvimento fetal (Reynolds
& Redmer 2001). Em todos os tipos de placenta existe um crescimento consideravel de
vasos sanguineos, garantindo uma potencializagdo nas trocas entre os organismos
materno e fetal (Charnock-Jones et al. 2001). A nao expansdo da vascularizacdo
placentaria no terco inicial tem sido associada a mortalidade embriondria precoce (Hill
et al. 2000, Charnock-Jones & Burton 2000).

Os colagenos do tipo I e IIl aumentaram dos 4 aos 6 meses de gestacao indicando
uma colagenizacao progressiva das carunculas até o terco médio da gestacdo. Dos 6 aos
9 meses houve discreta queda, nao significativa. Estes resultados indicam que na
placenta bovina em periodo final de gestacdao ndao ocorre mais aumento dos colagenos I e
I11, apesar do crescimento fetal e da preparacdo para o parto. Esta esclerose funcional da
placenta materna é mais evidente nas zonas marginais da cartncula, especialmente na
periferia das criptas (Grunert 1984). Segundo Melendez et al. (2006) no utero normal,
ha aumento das colagenases e outras proteases, resultando numa quebra massiva de
colageno no final da gestacao, e essa degradacao é essencial a maturacdo e consequente
separacdo dos placentomas. A falha da colagenodlise dos cotilédones é proposta por
muitos autores como sendo fundamental na Reteng¢do Placentaria (RP). Se o sistema de
ancoragem nao é enzimaticamente degradado, as membranas fetais ficam retidas. Vacas
com RP apresentam uma colagendlise diminuida (Gross et al. 1985, Melendez et al.
2006), ou ainda um sistema anti-colagenase mais ativo (Eiler & Hopkins 1993), sendo
incapazes de degradar o colageno tipo IlI, que diminui significativamente em vacas
normais no final da gestacao (Sharpe et al. 1990).
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Na avaliacdo das moléculas envolvidas na maturac¢do placentaria associadas com
a idade gestacional, a primeira molécula aqui estudada foi o Bax. A reagdo
imunoistoquimica com o anticorpo policlonal para a proteina Bax mostrou percentual de
imunomarcagdo nas células trofoblasticas mononucleadas maior que nas binucleadas, e
seguiu um padrdo diferente, sendo maior nas placentas com 4 meses e diminuindo aos 6
meses de gestacdo nas mononucleadas enquanto nas binucleadas era menor aos 4 meses
e aumentava progressivamente aos 6 e 9 meses de gestacao.

O aumento da expressao de Bax em células binucleadas trofoblasticas em nosso
estudo e a subsequente ativacdo da caspase ativa a apoptose (Sgarbosa et al. 2006)
nessas células. Williams et al. (1987) relataram a diminui¢do progressiva de células
trofoblasticas gigantes na vaca ao longo da gesta¢do. O nimero de células binucleadas
diminui somente nas ultimas semanas da gestacdo (Wooding et al. 1993). Quando o
numero das células binucleadas ndo diminui no final da gestacdo aumenta-se as chances
de retencao placentaria (Santos et al. 1996).

As proteinas da familia Bcl-2 sao reguladoras da apoptose na placenta, entre eles
o Bax pro-apoptdtico e Bcl-2 anti-apoptoético (Antonsson et al. 1997, Fleischer & Rebollo
2004). O excesso de Bax formard complexos com Bcl-2 inibindo sua funcao protetora,
enquanto a forma¢do de homodimeros de Bax forma poros na membrana da
mitocondria para a liberacdo do citocromo-c (Liu et al. 2003). Para Ushizawa et al.
(2006) o pico da expressao de Bax pelas células binucleadas ocorre no meio da gestacao,
descordando das varias evidencias de maior apoptose no final da gestacao e dos
resultados encontrados nesse trabalho, em que a maior expressao de Bax ocorreu aos 9
meses da gestacao.

O indice de imunomarcag¢do da proteina Bid foi maior nas células trofoblasticas
mononucleadas de placentas com 9 meses e menor com 4 e 6 meses de gestacao. Nas
células trofoblasticas binucleadas a imunomarcagao para Bid nao apresentou diferenca
estatistica entre os grupos. A imunomarcacao para-Bid foi intensa no epitélio materno
em todos os periodos gestacionais avaliados nesse estudo. Proteinas como Bax e Bid sao
pro-apoptéticas e ativam caspases efetoras (Patel & Gores 1998). A maturagdo
placentaria é mediada pela apoptose das células das criptas do epitélio materno e ocorre
durante toda a gesta¢do na renovacao normal (Boos et al. 2003), aumentando no tergo
final. Straszewski-Chavez et al. (2005) avaliaram placentas humanas e demonstraram
maior apoptose nos sitios de invasdo do trofoblasto no epitélio materno, sugerindo que
este processo facilite a invasdo do trofoblasto e a remodelagdo dos vilos endometriais.

A imunomarcac¢ao para Caspase 3 em células trofoblasticas mono e binucleadas
foi menor aos 4 meses de gestacdo e aumentou progressivamente aos 6 e aos 9 meses de
gestacdo, sendo menos intensa nas células trofoblasticas binucleadas. Estes resultados
indicam que, na fase final da gestacdo ocorre aumento da apoptose nas células
trofoblasticas mono e binucleadas, concordando com o relatado por Martins et al
(2004) e Nunes et al. (2001). A apoptose ocorre na placenta em toda a gestacdo, mas
com maior frequéncia no periodo final (Straszewski-Chavez et al. 2004). Benetone
(2005) demonstrou maior marcacao para caspase 3 e apoptose nas placentas de 9 a 10
meses de gestacdo comparados com placentas de 2 a 5 meses de gestacdo. Relacionou a
reducdo da proliferagdo com o aumento da apoptose com a maturacdo da placenta e
consequente liberacdo dos anexos fetais apds o parto. Liu et al. (2003) relataram
aumento da marcacao para caspase-3 no sincicio e citotrofoblasto ao decorrer da
gestacdo. Padroes crescentes de apoptose na placenta humana durante a gestacao
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também foi observada e relacionada a constante renovacdo e remodelagdo tecidual
como um processo natural por Straszewski-Chavez et al. (2005).

A caspase-3 ativada cliva proteinas vitais, como as enzimas reparadoras do DNA e
as proteinas do citoesqueleto. Isto explica a morfologia caracteristica das células
apoptdticas como condensacao nuclear, bolhas na membrana e retracdo celular. A
deoxyribonuclease ativada pela caspase cliva o DNA inespecificamente em fragmentos
de aproximadamente 200 pares de bases matando as células (Straszewski-Chavez et al.
2005). O aumento do indice apoptdtico em placentomas com o avanco da idade
gestacional em vacas foi comprovado morfologicamente com a reagdo de TUNEL por
Mega et al. (2011).

A Caspase 8 aumentou progressivamente ao longo da gestacdo nas células
trofoblasticas mononucleadas. Ja nas células trofoblasticas binucleadas sé houve
diferenca entre o terco inicial e o final da gestacdo, estando os valores obtidos para 6
meses similares aos com 4 e 9 meses de gestacdao. O aumento da expressao de caspase 8
ao final da gestagdo em células trofoblasticas mononucleadas e binucleadas é também
relatado por Donovan & Cotter (2004), e reflete a ativagdo da via extrinseca da apoptose.
Meca et al. (2010) estudaram placentas bovinas em idades gestacionais de 4, 6 e 9 meses
de gestacdo e observaram a imunoexpressao de caspase 8 nos trés periodos analisados.

A ativacdo de caspase 8 é consequéncia da ligagdo de moléculas sinalizadoras
com receptores da morte na membrana citoplasmatica. A Caspase 8 cliva e ativa as
caspases efetoras 3 e 7. Estas caspases efetoras sao capazes de clivar uma série de
substratos, iniciando a apoptose (Hengartner 2000). Além disso, a ativacdo da caspase 8
pode levar a uma integracao da via extrinseca com a via intrinseca da apoptose através
da clivagem da proteina Bid (Wei et al. 2000). A proteina Bid truncada (tBid) é capaz de
induzir a liberagdo do citocromo ¢ da mitocondria e ativar a caspase 9 causando a morte
celular (Petros et al. 2004, Bras et al. 2005, Kutuk & Basaga 2006).

Os resultados da imunoistoquimica, tomados em conjunto, parecem sugerir
diferencas na ativacdo da apoptose para os componentes materno-fetais da placenta
bovina, durante a sua maturagdo. Moléculas comuns as duas vias, como as Caspases 3,
sdo expressas de maneira ascendente e progressivas ao longo da gestacdo tanto para o
componente materno quanto fetal. Merece destaque, no entanto, o fato de nas células
trofoblasticas mononucleadas o Bax deixar de ser importante e diminuir ao longo da
gestacdo, enquanto o Bid e as Caspases 3 e 8 se tornam os mais significativos,
aumentando progressivamente.

CONCLUSAO

Bax e Caspases 3 e 8 aumentam de expressdo em células trofoblasticas
binucleadas no final da gestacdo, enquanto o Bid se manteve sem alteracdo significativa.
Nas células trofoblasticas mononucleadas Bax aumenta no inicio de gestacao, e diminui
aos 6 meses de gestacdo com o aumento das Caspases 3 e 8 e Bid com o avancgo
gestacional. Os colagenos tipo I e IIl e a vascularizagdo ndo aumentam ao final da
gestacdo, diminui a adesdao dos componentes materno-fetais. Esses resultados
confirmam que as Caspase 3 e 8 e o Bax estao envolvidos nos mecanismos de ativagdo da
apoptose pela vias intrinseca mitocondrial e/ou extrinseca ao longo da gestacdo em
células trofoblasticas binucleadas, e que nas células trofoblasticas mononucleadas o Bax
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deixa de ser importante, enquanto o Bid e as Caspases 3 e 8 se tornam os mais
significativos.
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Legenda das figuras

Fig. 1. (A) Analise morfométrica do nimero de vasos em placenta de vaca com 4, 6 e 9
meses de gestacdo. O nimero de vasos aumentou de 4 (4,03+0,56) para 6 meses
(5,15+0,33), mas ndo de 6 para 9 meses de gestacdo (5,53+0,43) com p<0,05. (B)
Analise morfométrica da area média dos vasos em placentas bovinas com 4, 6 e 9
meses de gestacdo. A area de vasos foi maior no grupo com 4 meses de gestacao
(3,88+0,25), diminuindo aos 6 (3,08+0,22) e mantendo-se similar aos 9 meses de
gestacdo (2,71+0,18), com p<0,001.

Fig. 2. Fotomicrografias de placenta de vaca. (A) representa o grupo com 4 meses de
gestacdo, com menor concentracao de colageno tipo I e IIl. (B) representa o grupo
com 6 meses de gestacao, com maior concentragao de colageno tipo I, caracterizado
por birrefringéncia e coloracao vermelha, e maior concentracdo de colageno tipo III,
caracterizado pela reduzida birrefringéncia e coloracdo verde. (C) representa o
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grupo com 9 meses de gestagdo, com reducdo do coladgeno tipo I e IIl. Picrosirius
Red, microscopia optica sob luz polorizada, aumento de 10x.

3. Médias e erros padroes das areas de colagenos tipo I e IIl nos grupos com 4, 6 e 9
meses de gestacdo, obtidos com a coloragdo de Picrosirius Red sob luz polarizada.
(A) A quantidade de colageno I aumentou de 4 (0,31+0,17) aos 6 (1,78+0,46), mas
ndo de 6 para 9 (1,33+0,43) meses de gestacdo (p<0,05). (B) A area de colageno III
aumentou de 4 (0,26+0,47) para 6 (0,92+0,12) meses de gestacdo, mas nao de 6
para 9 (0,63+£0,97) (p<0,05).

4. Placenta bovina mostrando marcacdo imunoistoquimica para Bax. Areas
acastanhadas no citoplasma definem as marca¢des imunoreativas. (A) Placenta com
4 meses de gestacdo. (B) Placenta com 6 meses de gestacao. (C) Placenta com 9
meses de gestacao. Complexo estreptavidina-peroxidase, 40x. (*) regido materna;
(VF) vilo fetal; (setas pretas) células binucleadas; (setas vermelhas) células
mononucleadas.

5. (A) Distribuicdo do indice de marca¢do para Bax nas células trofoblasticas
mononucleadas nos grupos com 4, 6 e 9 meses de gestacdo. A imunomarcagao
diminuiu do grupo com 4 (21,64+0,64) para 6 (19,08+0,53), mas nao de 6 para 9
meses de gestacdo (18,25%0,49), com p<0,0002. (B) Distribuicio do indice de
marcagcdo para Bax nas células trofoblasticas binucleadas imunomarcadas nos
grupos com 4, 6 e 9 meses de gestacdo. A marcagdo aumentou do grupo com 4 meses
(0,35+0,046) para o de 6 (1,39+0,12) e para 9 meses de gestagao (2,68+0,16), com
p<0,0001.

6. Placenta de vaca mostrando marcag¢ao imunoistoquimica para Bid em células
trofoblasticas mononucleadas. Areas acastanhadas no citoplasma e nicleo definem
marcagdes imunorreativas (seta vermelha: célula mononucleada e epitélio materno.
(A) Placenta com 4 meses de gestacdo. (B) Placenta com 6 meses de gestacao. (C)
Placenta com 9 meses de gestacao. Complexo estreptavidina-peroxidase, 40x.

7. (A) Distribuicdo do indice de marcacdao para Bid nas células trofoblasticas
mononucleadas imunomarcadas nos grupos com 4, 6 e 9 meses de gestacdo. A
imunomarcac¢do aumentou do grupo com 4 meses (51,46+1,17) para o com 9 meses
de gestacdo (60,75+1,06), mas ndo para o com 6 meses de gestacdo (49,52+1,33),
com p<0,0001. (B) Distribuicdo do indice de marca¢do para Bid nas células
trofoblasticas binucleadas imunomarcadas nos grupos com 4 (3,23+ 0,23), 6 (2,87%
0,18) e 9 (3,02+ 0,20) meses de gestacdo. Nao houve diferencas estatisticas
significativas entre os grupos.

8. Placenta de vaca mostrando marcacdo imunoistoquimica para Bid em células
trofoblasticas binucleadas. Areas acastanhadas no citoplasma e ntcleo definem
marcagdes imunorreativas (seta preta: célula binucleada). (A) Placenta com 4 meses
de gestacdo. (B) Placenta com 6 meses de gestacdo. (C) Placenta com 9 meses de
gestacdo. Complexo estreptavidina-peroxidase, 40x.
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9. Placenta de vaca mostrando marcacio imunoistoquimica para Caspase 3. Areas
acastanhadas no citoplasma definem marca¢des imunorreativas (seta vermelha -
células mononucleadas; setas pretas: células binucleadas). (A) Placenta com 4
meses de gestacao. (B) Placenta com 6 meses de gestacao. (C) Placenta com 9 meses
de gestacao. Complexo estreptavidina-peroxidase, 40x.

10. (A) Distribuicao do indice de marcagdo para Caspase 3 nas células trofoblasticas
mononucleadas nos grupos com 4, 6 e 9 meses de gestagdo. A imunomarcagao
aumentou progressivamente do 42 més (12,27+0,57) para o 62 més (14,98+0,49) e
para o 92 més de gestacao (26,43+1,10 com p<0,0001. (B) Distribuicdo do indice de
marcagao para Caspase 3 nas células trofoblasticas binucleadas nos grupos com 4, 6
e 9 meses de gestacdo. A marcacdo aumentou do grupo com 4 meses (0,17+0,03)
para o de 6 (0,44+0,041) e para 9 meses de gestacdo (0,94+0,07), com p<0,0001.

11. Placenta de vaca mostrando marcac¢do imunoistoquimica para Caspase 8. Areas
acastanhadas no citoplasma e nucleo definem marcagdes imunorreativas (seta
preta: célula binucleada e seta vermelha: células mononucleadas e epitélio
materno;). (A) Placenta com 4 meses de gestacdo. (B) Placenta com 6 meses de
gestacdo. (C) Placenta com 9 meses de gestacdo. Complexo estreptavidina-
peroxidase, 40x.

12. (A) Distribuicao do indice de marcagdo para Caspase 8 nas células trofoblasticas
mononucleadas nos grupos com 4, 6 e 9 meses de gestacdo. A marcagdo aumentou
do grupo com 4 meses (12,16+1,13) para o de 6 (18,41+1,41) e para 9 meses de
gestacdo (23,19+1,56), com p<0,0001. (B) Distribuicao do indice de marcag¢do para
Caspase 8 nas células trofoblasticas binucleadas nos grupos com 4, 6 e 9 meses de
gestacdo. A marcacao aumentou do grupo com 4 meses de gestacao (0,83+0,15) aos
9 meses de gestacdo (1,82+0,26), mas nao houve diferenca entre o grupo com 6
meses de gestacdo (1,05+0,21) e os demais (p<0,01).

As Figuras

Fig.

2.
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CAPITULO 3

OUTRAS ANALISES MORFOMETRICAS

Avaliacdo microscopica

Ao exame microscopico, ndo se detectou reacdes vasculares e/ou focos de inflamacdo e
necrose em nenhum dos campos examinados. Assim, células com nucleos segmentados,
qguando presentes, apresentavam uma distribuicdo esparsa com ocorréncia individualizada,
ndo condizente com foco ou infiltrado de natureza inflamatéria. Em vez disso, tais
caracteristicas se enquadravam melhor dentro do achado de retracdo celular com condensacéo

e fragmentacdo nuclear caracteristicos de apoptose.

Indice apoptético

A apoptose foi reconhecida pelas caracteristicas morfoldgicas estando presente em todas as
idades gestacionais estudadas (Figura 1). O indice apoptético foi menor nas amostras do
grupo com 4 meses de gestacdo (14,93%) e aumentou progressivamente aos 6 meses e aos 9

meses de gestacéo (20,83% e 36,80%) respectivamente (Figura 2) (p<0,0001).
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Figura 1: Fotomicrografias de placenta de vaca. (A) representa 0 grupo com 4 meses de gestacdo, com
menor indice apoptdtico. (B) representa o grupo com 6 meses de gestacao. (C) representa o grupo com
9 meses de gestacdo e com maior indice apoptético. Apoptose caracterizada morfologicamente por
retracdo celular, anoiquia, condensacdo citoplasmatica e nuclear, além de fragmentacdo nuclear e
formacé&o de corpos apoptéticos (setas). Hematoxilina-Eosina, Barra = 50 pm.
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Figura 2: Distribuigdo do indice apoptético em placenta bovina nos grupos com 4, 6 e 9 meses de
gestacdo. O indice apoptético aumentou do grupo com 4 meses (14,93+0,539) para o de 6
(20,83+1,509) e para 9 meses de gestagdo (36,80 +1,212), com p<0,0001.

Dissociagéo das fibras do estroma

A dissociacdo das fibras do estroma das vilosidades coridnicas mostrou ocorréncia similar
entre placentas com 4 e 6 meses, e diminuiu aos 9 meses de gestacdo, com p<0,001 (Figura
3).
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Figura 3: Andlise morfométrica da dissociacdo das fibras do estroma de vilosidades coridnicas em
placentas bovinas com 4, 6 e 9 meses de gestacdo. A dissociagdo das fibras foi similar aos 4 (626,3+
34,09) e 6 meses (664,4+ 25,74), e diminuiu aos 9 meses de gestacdo (561,7+ 26,13), com p<0,001.

Reacdo de imunoistoquimica para bcl-2

A reacdo imunoistoquimica com o anticorpo monoclonal para a proteina Bcl-2 ocorreu como
grumos castanhos no citoplasma das celulas trofoblasticas no tecido materno e com maior
intensidade no tecido fetal. Porém, esta reacdo com o anticorpo Bcl-2 ocorreu somente em
uma amostra. Apesar de terem sido repetidas inUmeras vezes seguindo o mesmo protocolo e
tentando-se modificacBes, ndo se obteve sucesso para 0S outros animais. Assim, com uma
unica amostra do grupo de 9 meses de gestacédo, calculou-se o nUmero minimo de campos e 0
indice de marcagdo para Bcl-2, que foi de 13,04% (+0,52) em células trofoblasticas

mononucleadas e 1,5% (£0,11) em células trofoblasticas binucleadas (Figura 4).
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Figura 4 - Placenta de vaca mostrando marcacdo imunoistoquimica para Bcl-2 em células
trofoblasticas mononucleadas e binucleadas. Areas acastanhadas no citoplasma e nucleo definem
marcagOes imunorreativas (seta vermelha: célula mononucleada e epitélio materno; seta preta: células

binucleadas). (A e B) Placenta com 9 meses de gestagdo. Complexo estreptavidina-peroxidase. (A)
40x. (B) 20x.
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DISCUSSAO

Nesse trabalho avaliou-se o indice apoptdtico, a dissociacdo das fibras do estroma das
vilosidades coridnicas em placentas bovinas de 4, 6 e 9 meses de gestacdo, além da marcacéo
imunoistoquimica para Bcl-2 em células trofoblasticas mononucleadas e binucleadas de uma

amostra aos 9 meses de idade.

O indice apoptdtico foi menor aos 4 meses e aumentou progressivamente aos 6 e 9 meses de
gestacdo. Tal resultado reforca e confirma os resultados obtidos apresentados no capitulo 2,
enfocando os marcadores pro apoptose (aumento das imunomarcagdes para Caspases 3 e 8, e

Bid com o avanco gestacional), que tambem apresentaram tal comportamento.

A apoptose é um evento fisiologico ativo que parece ser requerido tanto para a maturacéo,
quanto para a liberacdo normal da placenta ap6s o parto (MARTINS et al. 2004). A apoptose
ocorreu durante toda gestacdo, como é relatado por Boss et al. (2003), refletindo a renovacgéo
normal e, mais ao final da gestacdo, a maturacdo placentaria e a preparacdo para o parto.
Smith et al. (1997) relacionam a apoptose com a remodelacdo placentéria, que auxilia na

manutencdo adequada das proporgdes teciduais.

O indice apoptdtico aumentou aos 9 meses de gestacdo concordando com Levy e Nelson
(2000) e com Straszewski-Chavez et al. (2004), que relatam a maior incidéncia de apoptose
no ultimo trimestre de gestacdo. Williams et al. (1987) relataram a diminuicao progressiva de
células trofoblasticas gigantes na vaca ao longo da gestacdo. O numero de células binucleadas
diminui somente nas Ultimas semanas da gestacdo (Wooding et al. 1993). Quando o numero
das células binucleadas ndo diminui no final da gestacdo aumenta-se as chances de retencéo

placentaria (Santos et al. 1996).

A dissociacdo das fibras do estroma das vilosidades coridnicas diminuiu dos 6 para 0s 9
meses de gestagdo e pode estar relacionada com o aumento de estrogenos. Placentomas
podem apresentar infiltracdo hidrica e intumescéncia do tecido conjuntivo atribuidas aos
estrogénios. E possivel que nesta fase final da maturacdo dos placentomas possa ter ocorrido

alguma queda na secregéo de estradiol. Assim, em nosso estudo, no terco final da gestacao foi
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observado diminuicdo da dissociacdo das fibras do estroma das vilosidades coribnicas, 0 que
esta de acordo com o estudo de Grunert e Birgel (1989) que concluiram que a maior
dissociagdo das fibras pode ocorrer devido a edema de vilosidades coridnicas nas placentas

com retengé&o.

A expressdo de Bcl-2 em células trofoblasticas mononucleadas e binucleadas em placenta de
vaca pode ser um mecanismo fundamental pelo qual estes componentes epiteliais s@o
preservados (LEA et al., 1997). Curiosamente, em alguns outros 6rgdos e tecidos, a expressao

de Bcl-2 é restrita a células progenitoras de longa vida (De FRANCO, 1992).
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CONCLUSAO

A apoptose foi observada morfologicamente em placentas de bovinos durante todo periodo
gestacional, sendo mais significativa no ultimo trimestre gestacional. Isto reforca a
importancia da apoptose no processo de maturacdo placentaria, juntamente com a
diminuicdo da dissociagéo das fibras das vilosidades coridnicas, que diminuem a adesdo dos
tecidos materno-fetal. A proteina Bcl-2 foi expressa em células trofoblasticas
mononucleadas e com maior intensidade de coloracdo em células trofoblasticas binucleadas,
porém ndo foi possivel realizar a quantificacdo desta proteina em todos os periodos

gestacionais estudados.



71

REFERENCIAS

BOOS, A.; JANSSEN, V.; MULLING, C. Proliferation and apoptosis in bovine
placentomes during pregnancy and around induced and spontaneous parturition as well as in
cows retaining the fetal membranes. Reproduction, v. 126, n. 4, p. 469-480, 2003.

De FRANCO, A.L. Bcl-2 to the rescue. Immune Dev., v.2, p. 95-97, 1992.

GRUNERT, E., BIRGEL, E.H. Obstetricia veterinaria. 3. ed. Porto Alegre: Editora Sulina,
323p., 1989.

LEA, R.G.; AL-SHAREKH, N.; TULPPALA, M. et al. The immunolocalization of bcl-2 at
the maternal-fetal interface in healthy and failing pregnancies. Human Reproduction, v.
12, p. 153-158, 1997.

LEVY, R.; NELSON, D.M. To be, or not to be, that is the question. Apoptosis in human
trophoblast. Placenta, v.21, n.1, p.1-13, 2000.

MARTINS, V.M.V., MARQUES JUNIOR, A.P., VASCONCELOQOS, A.C., MARTINS, E.,
SANTOS, R.L. & LIMA, F.P.C. Maturacdao e expulsdo placentaria em vacas das racas
Holandesa e Nelore. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.56, p.
157-167, 2004.

SMITH, S.C., BAKER, P.N. & SYMONDS, E.M. Placental apoptosis in normal human
pregnancy. American Journal of Obstetrics & Gynecology, v.177, p. 57-65, 1997.

STRASZEWSKI-CHAVEZ, S.L., ABRAHAMS, V.M., FUNAI, E.F. & MOR, G. X-linked
inhibitor of apoptosis (XIAP) confers human trophoblast cell resistance to Fas-mediated
apoptosis. Molecular Human Reproduction, v.10, p. 33-41, 2004.



72

RES: Submissgo de artigo, Trabalho 3667 MF

Jurgen Dobereiner (jurgen.dobereiner@pvb.com.br] Adicionar aos contates  07/03/2014 |
Para: 'Tati Carvalho' ¥

Prezada Dra. Tatiane,

0 seu artigo foi registrado como Trabalho 3667 MF.

Atenciosamente,

Jirgen Ddbereiner

Editor Pesq. Vet. Bras.



