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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 is 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.
Histopathology sections were stained with HE. Others were submitted to immunohistochemis-
try, 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 me-
chanisms 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 manuteng¢ao
dahomeostase placentiria, e o desequilibrio desse processo pode
comprometer a gestagdo. O objetivo do presente estudo foi ava-
liar 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 gesta-
¢ao foram colhidas e processadas rotineiramente para a histo-
logia, imuno-histoquimica e isolamento de DNA. As laminas
obtidas foram coradas em HE, ou submetidas a analise imuno-
histoquimica das proteinas pré-apoptoticas caspase-3 e Bax, e
da proteina anti-apoptotica Bcl-2. 0 DNA isolado foi submetido a
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eletroforese em gel de agarose para detecc¢do da fragmentacdo
internucleossdémica do genoma. Os resultados de
histomorfometria revelaram que as células apoptdticas aumen-
taram progressivamente com o avang¢o da gestacdo. Confirmou-
se aapoptose peh fragmentagio caracteristica do DNA genomico,
visualizada pelo classico “padrio em escada” na eletroforese em
gel de agarose. Adcionalmente, aimunoexpressao de caspase-3,
Bax e Bcl-2 foram observadas em todas as amostras. Entretanto,
aproteina caspase-3 apresentou marcagdao mais intensa em to-
dos os tempos gestacionais, quando comparada com a marcagdo
das proteinas Bcl- 2 e Bax. Esses resultados confirmam e refor-
¢am aimportancia da apoptose na maturagao placentaria. Alkm
disto, indica que caspase-3, Bax e Bcl-2 estido envolvidas nos
mecanismos de ativacdo da apoptose pela via intrinseca
mitocondrial ao longo da gestagao, contribuindo para o equili-
brio fisiolégico da celularidade e renovagao celular na placenta
bovina.
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TERMOS DE INDEXACAOQ: Apoptose, placenta, caspase 3, Bcl-2, bax,
bovinos.

INTRODUCAO

Apoptose ou morte celular programada é um tipo de autodestrui-
¢do celular dependente de energia e sintese protéica (Kerr & Searle
1972). Esta relacionada com a homeostasia na manutengdo ade-
quada 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 fungio placentaria.
Ambos os processos sdo inversamente proporcionais ao longo
da gestacdo (Boos etal 2003). A sua ocorréncia aumenta consi-
deravelmente no terco final da gestagdo participando efetivamen-
te da maturagdo placentaria (Smith etal 1997, Boos etal 2003).

Diferentes proteinas agem regulando a ativacdo ou inibi-
¢do da apoptose como as moléculas da familia Bcl-2, sendo que
aBcl-2 é anti apoptdtica e a Bax é pro- apoptotica. Essas prote-
inas possuem a propriedade de oligomerizar formando poros
na membrana celular da mitocondria (Antonsson etal 1997),
permitindo a saida de citocromo C para o citoplasma. Um dos
principais eventos na apoptose é a ativacdo das caspases, as
quais medeiam a maioria das mudancas morfologicas obser-
vadas no processo. As caspases sdo proteases do tipo cisteina
que desempenham um papel fundamental nas clivagens prote-
oliticas do processo apoptdtico (Chang & Yang 2000, Grutter
2000). Atualmente sdo conhecidas pelo menos 12 tipos de
caspases em mamiferos, classificadas em dois grupos princi-
pais: Caspases iniciadoras (Caspases -1, -2, -4,-5,-8,-9,-10, -
11 e -12) e Caspases efetoras (Caspases -3, -6 e -7). Apds a
ativacao das caspases efetoras o mecanismo de ativagdo da
apoptose torna-se irreversivel (Li & Yuan 2008).

Varias alteracdes bioquimicas podem ser observadas quan-
do a célula entra em apoptose e muitas delas tém sido utilizadas
para detectar esse tipo de morte celular. Entre essas, ressalta-se
aclivagem do DNA genomico 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 fragmentacao caracteristica do genoma é facil-
mente visualizada laboratorialmente pela eletroforese de DNA
em gel de agarose, produzindo o classico “padrdo em escada”
(Wyllie et al 1980).

O presente trabalho teve por objetivo evidenciar morfold-
gica e bioquimicamente a apoptose em placenta de vacas em
diferentes estagios de gestagdo através de eletroforese do DNA
em gel de agarose e avaliar a imunoexpressao das proteinas
Bcl-2, Bax e caspase 3, através de imuno-histoquimica visando
a esclarecer o envolvimento das mesmas na via apoptética
ativada na maturagio placentaria.

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 I foi
formado por placentomas obtidos de vacas com quatro meses de
gestacdo; o Grupo II por placentomas de vacas com seis meses de
gestacdo e o grupo III por placentomas de vacas com nove meses

de gestacdo. A estimativa da idade fetal foi calculada pelo compri-
mento craniocaudal (CRL) do feto (Noakes 1990). As amostras dos
placentomas foram processadas rotineiramente para histologia e
para extracdo de DNA. Laminas com secg¢des de 5im foram coradas
em HE para determinagdo do indice apoptético e submetidas a
reacdo de imuno-histoquimica das proteinas Bcl-2, Bax, caspase 3.
A quantificagdo da apoptose foi feita em um ntimero minimo re-
presentativo de campos definido pela avaliagdo da evolucdo dos
erros padrdes de acordo com o aumento da amostragem (Moro et
al. 2004). Brevemente, determinou-se o indice Apoptético (IA =
somatorio das células com morfologia de apoptose/somatd coope-
racdo rio das células totais x 100) em HE a partir da contagem de
células no nimero maximo obtido de campos tomados aleatoria-
mente. Os campos foram contados em objetiva planacromatica de
40x. Desses, formaram-se amostras crescentes de campos de 5 em
5 (5, 10,15 ..., etc) retirados aleatoriamente com reposicdo. Essas
amostras foram caracterizadas por suas médias e respectivos er-
ros padroes. Assim, o IA foi determinado em 10 campos/lamina
(calculados através da analise do erro padrdo) tomados aleatoria-
mente para cada animal.

Na quantificagdo do IA foram consideradas todos os tipos de
células da placenta em apoptose que apresentaram pelo menos
trés dos seguintes critérios morfologicos de inclusio (Vasconcelos &
Vasconcelos 1996): anoiquia (retracdo celular e perda de adesoes
entre células e membrana basal), condensagdo do citoplasma,
condensacdo nuclear (compactagao da cromatina nuclear em mas-
sas densas uniformes, alinhadas no lado interno da membrana
nuclear, inclusive com aspecto de crescentes), fragmentacdo nucle-
ar (convolugio e fragmentagdo da membrana nuclear - sem cari-
orrexe ou ruptura), fragmentac¢do celular (com formagao dos cor-
pos apoptodticos), fagocitose dos corpos apoptdticos pelas células
adjacentes (“canibalismo celular”) e auséncia de inflamacao.

A contagem das células foi feita manualmente em imagens digi-
talizadas obtidas dos campos histolégicos em microscépio de luz
com objetiva planapocromatica de 40 vezes. Para a digitalizacdo
dessas imagens e contagem utilizou-se o analisador Kontron
Elektronic GMBH com o programa KS300 versao 2.0.

Para a extragdo do DNA os tecidos placentarios foram macerados
na presenca de 1ml de tampao de lise (10mM Tris, 0,25% Triton x-
100, 1mM EDTA)/0,125cm? de tecido, e agitados por 10-15 segun-
dos 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 800pl
de Master Mix (790 pl de Tampao de digestio de proteina w/SDS
e 10pl de Proteinase K (20mg/ml) em cada amostra, que posteri-
ormente 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 acrescenta-
do 200ml 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
contaminagdes, e o sobrenadante transferido para um novo tubo.
As amostras de DNA foram precipitadas em etanol 100%, e lavadas
uma vez em etanol 70%, secadas a temperatura ambiente e res-
suspensos em H,0. 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 transilu-
minacdo UltraVioleta.

Para a técnica de imuno-histoquimica, sec¢des desparafinadas
da placenta foram submetidas a coloragio pela estreptavidina-pe-
roxidase. 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 JHM62,
(Novocastra TM, CPP32), na dilui¢do 1:50 (PBS 0,01M). As laminas
com 5 pm foram inicialmente hidratadas em solugdes de alcodis
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Fig.1. Andlise dos indices apoptdticos nos grupos. Observar que
houve aumento significativo do indice apoptotico com o avan-
¢o da idade gestacional
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Fig.2. Eletroforese em gel de agarose de DNA gen6mico extraido de
trés amostras diferentes de placenta, (1) 4 meses de gestacao,
(2) 6 meses de gestacdo, (3) 9 meses de gestagdo. Observar
intensa fragmentagdo internucleossémica do genoma, eviden-
ciado pelo classico “padrao em escada”, indicativo de apoptose.
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decrescentes e, a seguir, foi realizada a recupera¢do antigénica
com solugdo tampdo EDTA (pH 8,0), durante 20 minutos a 95°C
em banho-maria. O bloqueio da peroxidase endégena foi feito com
o reagente Peroxidase Blocker, cobrindo as laminas e incubando-as
por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes
foram lavados em agua destilada e submetidas a banhos em tam-
pao de lavagem (PBS 0,01, pH 7,0). Apds secagem, os cortes foram
incubados em camara imida por 30 minutos a temperatura ambi-
ente e cobertos pelo anticorpo primario biotinilado. Logo apés, as
secgdes foram lavadas duas vezes com PBS e entio incubadas com
complexo estreptoavidina/HRP, em camara umida, durante 15
minutos, a temperatura ambiente. Apds a lavagem em PBS, adicio-
nou-se o cromdgeno diaminobenzina (DAB) na dilui¢ao 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

A apoptose, reconhecida pelas caracteristicas morfolégicas
estava presente em todas as idades gestacionais estudadas. O
indice apoptdtico do grupo com nove meses de gestacio
(48,5+3,08) foi maior 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 gestacdo (15,01+2,11) com P<0,0001. Demons-
trando o aumento do indice apoptdtico com o avango da idade
gestacional A andlise de variancia mostrou que houve diferen-
ca estatisticamente significativa entre os grupos (Fig.1).

0 gel da eletroforese do DNA gendmico isolado das amos-
tras de placenta de vacas nos diferentes estidios de gestagdo
mostrou um “padrdo de escada” compativel com a fragmenta-
¢do internucleossdmica do genoma caracteristico da apoptose
em todas as amostras estudadas (Fig.2).

A reacdo imuno-histoquimica para Bcl-2, Bax, caspase 3
foi positiva em todas as amostras, principalmente na jungdo
materno-fetal, com variavel intensidade da marcagao. As célu-
las das vilosidades placentarias do Grupo I (4 meses), grupo I
(seis meses) e Grupo III (9 meses) mostraram marcagao posi-
tiva, citoplasmatica e localmente extensa para Bcl-2 (Fig.3A-
(C). Véarias células imunomarcadas apresentavam aspecto nu-
clear condensado e por vezes fragmentado (Fig.3C). As células
das vilosidades placentarias de todos os grupos mostraram
marcagdo positiva, citoplasmatica e multifocal para Bax
(Fig.4A-C). Varias células imunomarcadas apresentavam as-
pecto nuclear condensado e por vezes fragmentado (Fig.4C). A
reacdo imuno-histoquimica para caspase 3 mostrou uma mar-
cacdo positiva intensamente e difusa em todos os grupos
(Fig.5A-C).
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Fig.3. Placenta de vaca mostrando marcagdo 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 gesta¢do. (C) Placenta com nove meses de gestagdo. Complexo streptavidina-peroxidase, 40x.
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Fig.4. Placenta de vaca mostrando marca¢do imunoistoquimica da proteina caspase 3. Grumos acastanhados no
citoplasma caracteriza as dreas 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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Fig.5. Placenta de vaca mostrando marcag¢do imuno-his

oquimica da prot

eina 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 gestagcdo. Complexo streptavidina-peroxidase, 40x.

DISCUSSAO

A apoptose foi facilmente reconhecida morfologicamente em
todos os campos microscopicos de todas as amostras proces-
sadas. Caracteristicas peculiares do processo de apoptose tais
como anoiquia, condensag¢ao da cromatina nuclear (formacao
de crescentes), retracdo citoplasmatica e fragmentagdo nuclear
e/ou citoplasmatica (caracterizando a formacdo de corpos
apoptoticos) foram observadas. A morte celular por apoptose
desenvolveu-se na auséncia de inflamacao, que é caracteristi-
co daapoptose (Leist & Nicotera 1998). Assim, observou-se o
aumento do indice apoptodtico com o avango do estadio de ges-
tacdo, semelhante aos resultados de estudos anteriores (Boos
etal 2003, Straszewski-Chavez et al. 2004). A apoptose ocorre
na placenta em toda a gestacdo, mas com maior frequéncia no
periodo final em relagdo ao primeiro trimestre (Straszewski-
Chavez etal 2004). A apoptose é um evento fisiolégico ativo
que parece ser requerido tanto para a maturagdo, quanto paraa
liberagdo normal da placenta ap6s o parto (Martins etal 2004).

Variagdes de proliferacdo e das taxas de apoptose podem
influenciar a maturacio e liberagdo da placenta e comprometer
afuncdo, levando ao estresse fetal, anormalidades no desenvol-
vimento e ao aborto, como visto freqliientemente em gesta-
coes de bovinos provenientes de fertilizagdo in vitro e os pro-
cedimentos de clonagem (Facciotti etal 2009). Rici etal (2009)
relata que animais clonados tinha um menor nimero de células
apoptoticas e uma maior capacidade proliferativa em oposi-
¢d0 aos animais controle. Isso pode revelar a existéncia de uma
relacdo entre essas mudancas nas proporgoes de uterino,
trofoblasto e células epiteliais e da fun¢do placentaria normal
Isso pode estar relacionado com placentagao defeituosa no ini-
cio da gravidez, insuficiéncia placentiria durante a gravidez ou
afalta de maturagdo da placenta e/ou fetal no final da gravidez,

que podem contribuir para algumas das anormalidades apés
em manipulagdes de embrides in vitro, como a ma preparacdo
e inicio de pari¢do, gestagdo prolongada e menor sobrevida
pos-natal em alguns animais clonados.

Um padrao de degradag¢do compativel com a fragmentagao
internucleossdmica do genoma foi observado em todas as amos-
tras confirmando a presenc¢a da apoptose. Uma das caracteris-
ticas bioquimicas da apoptose ¢ a clivagem internucleossomi-
ca do genoma, que pode ser reconhecida pelo classico “padrao
em escada’, por meio da eletroforese em gel de agarose, segun-
do Walker & Gaastra (1983) e Platel (1994). Segundo Mesner Jr.
& Kaufmann (1997) e Sanders (1997) a eletroforese do DNA em
gel de agarose é um método essencialmente qualitativo e o
padrao em escada é produzido somente quando um considera-
vel nimero de células de uma populagao sob estudo estiver no
estagio tardio da apoptose. Se somente umas poucas células
estiverem sofrendo clivagem do DNA, o padrao em escada do
DNA é obscurecido, especialmente se a degradagdo do DNA ao
acaso ocorrer juntamente com células morrendo por necrose.

Areagdo imuno-histoquimica para Bcl-2, Bax, caspases 3
foi positiva em todas as amostras, principalmente na jungao
materno-fetal, com intensidade da marcacio foi variavel A re-
acdo imuno-histoquimica para caspases 3 mostrou uma mar-
cagdo positiva intensamente e difusa. Evidenciando a partici-
pacdo das mesmas na apoptose que esta ocorrendo nos trés
estagios gestacionais, o que confirma estudos anteriores feitos
com essas mesmas amostras de placentonios, onde a PCR em
tempo real demonstrou que o Bcl-2 e a caspase 3 foram ex-
pressos nos trés estagios gestacionais estudados, sendo a ex-
pressao 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 estio envolvidas na via apoptotica ativada na
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maturagdo placentaria, exibindo um padrao de expressao ao
longo da gestacdo (Mega etal 2010).

CONCLUSOES

Apoptose ou morte celular programada é um evento celular
na placenta de vacas em diferentes estagios de gestagao, como
verificado morfologicamente e bioquimicamente em todas as
amostras deste estudo.

A imuno-histoquimica mostrou a presenca das proteinas
Bcl-2, bax e caspase 3 nas trés idades gestacionais estudadas,
quatro, seis e nove meses.

Esses resultados confirmam e reforgam a importancia da
apoptose no processo de maturacdo placentaria.

Além disto, indica que caspase-3, Bax e Bcl-2 estdo envol-
vidas nos mecanismos de ativacdo da apoptose pela via intrin-
seca mitocondrial ao longo da gestacdo, contribuindo para o
equilibrio fisiolégico da celularidade e renovagao celular na
placenta bovina.
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