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Placental release after birth involves loss of maternal-fetal adhesion and occurs only
after complete maturation of the placentoma 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 the placenta of cows in different stages of gestation. Samples of 15 healthy
cow placentomas at 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 was not asso-
ciated with increase in vascular area during progression of gestation. The results of histo-
morphometry 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. Inmunolabeling revea-
led increased Caspases 3/8 and Bid with advancing of gestation. Further evaluation of type
[ and III collagen showed a decrease of both types of collagens at the end of gestation, what
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 throu-
gh mitochondrial intrinsic and/or extrinsic pathway during pregnancy in trophoblastic bi-
nucleated cells. In mononuclear trophoblast cells Bax looses importance in the apoptosis
process, awhile Bid and caspases 3 and 8 become the most significant.

INDEX TERMS: Placental maturation, apoptosis, immunohistochemistry, Caspase 3, Cas-
pase 8, Bid, Bax, cattle.

RESUMO.- A liberacdo da placenta apés o parto envolve
a perda da adesdo materno-fetal e ocorre somente apds a
maturagdo completa do placentoma, que esta relacionada
com a diminui¢do da celularidade dos tecidos fetal e mater-
no. A apoptose é requerida tanto para a maturacdo quanto
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para aliberagdo 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 gesta-
¢do. 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, imunoisto-
quimica e histoquimica. As laminas obtidas foram coradas
em HE, Picrosirius Red e submetidas a analise imunoisto-
quimica das proteinas Caspase 3, Caspase 8, Bax e Bid. O
aumento no niumero de vasos nao necessariamente se as-
sociou ao aumento do calibre destes durante a evolugdo
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da gestacdo. Os resultados de histomorfometria revelaram
aumento da marcagio para Bax e Caspases 3 e 8 em células
trofoblasticas binucleadas no final da gesta¢do, enquanto
o Bid se manteve sem alteracdo significativa. A histomor-
fometria das células trofoblasticas mononucleadas revelou
expressao alta para Bax no inicio de gestacao, com diminui-
¢do aos 6 meses de gestacdo e aumento das imunomarca-
¢cOes para Caspases 3 e 8, e Bid com o avango gestacional.
Os colagenos tipo I e Il ndo aumentaram do ter¢o médio ao
final da gestacao, o que é importante para a diminui¢cdo da
adesao materno-fetal. Esses resultados confirmam que as
Caspases 3 e 8, e 0 Bax estdo envolvidos nos mecanismos
de ativagdo da apoptose pela via intrinseca mitocondrial e/
ou extrinseca ao longo da gestacdo em células trofoblasti-
cas binucleadas, e que nas células trofoblasticas mononu-
cleadas o Bax deixa de ser importante, enquanto o Bid e as
Caspases 3 e 8 se tornam os mais significativos.

TERMOS DE INDEXACAO: Placenta, maturacio placentaria, apop-
tose, imunoistoquimica, Caspase 3, Caspase 8, Bid, Bax, bovinos.

INTRODUCAO

A placenta bovina é classificada como cotiledonadria, 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 sdo essenciais para o desenvolvimento e
crescimento fetais (Laven & Peters 2001). A liberacdo da
placenta apds o parto envolve a perda da adesdo materno-
-fetal e ocorre somente apés a maturagdo completa do pla-
centoma que esta relacionada com a diminui¢do da popula-
¢do celular dos tecidos fetal e materno (Malard et al. 1996).
Estudos mostram que a apoptose esta envolvida tanto na
maturagdo quanto para a liberagdo normal da placenta
apo6s 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 mudangas hormonais
(Martins et al. 2004).

A apoptose é um tipo de morte celular programada ati-
vada 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 extrinse-
ca a apoptose é iniciada via receptores de morte, ativando
a pré-caspase-8 ou -10 (Hengartner 2000). Na via intrin-
seca ou mitocondrial, ativada com as altera¢des de perme-
abilidade 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 cas-
pase-9 (iniciadora) cliva as caspases efetoras subsequentes
(-2, -3,-6,-7,-8,-9 e -10) (Anazetti et al. 2003). A via mi-
tocondrial é ativada em resposta a danos no DNA, que ati-
vam membros pré-apoptéticos da familia Bcl-2 (Bax, Bid).
Membros pro- e anti apoptoticos da familia Bcl-2 regulam
a liberagdo de citocromo c a partir da membrana mitocon-
drial interna. Os membros anti-apoptoéticos da familia Bcl-
2 inibem a apoptose impedindo a formacao de poros na
membrana mitocondrial e o extravasamento do citocromo
¢ para o citosol (Gottlieb 2000). Caspases subsequentes sdo
ativadas, culminando na clivagem de substratos especificos
e na apoptose (Anuradha et al. 2001).
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A remodelacdo dos componentes do estroma materno e
amanutencio do formato dos placentomas envolve a parti-
cipacdo de macroéfagos. Esse processo ocorre durante toda
a gestacdo, diminuindo a fixagao do tecido fetal no materno
ao final para liberagdo das membranas fetais apds o parto
(Miyoshi & Sawamukai 2004).

Diversos fatores ou componentes do placentoma sao
importantes na maturag¢do placentaria em bovinos. Nesse
estudo visa-se a ampliacdo de conhecimentos sobre as mu-
dancas estruturais na placenta no seu desenvolvimento e
maturacdo, considerando as consequéncias economicas de
sua retencdo. Nesse contexto, a analise imunoistoquimica
associada a morfometria devera permitir o detalhamento
numérico das células imunomarcadas no placentoma bovi-
no em diferentes momentos da gestacgao.

Este trabalho objetivou avaliar quantitativamente o
numero e area de vasos nos componentes materno e fetal
da placenta, e a proporgao de colageno tipo I e Il em di-
ferentes idades gestacionais. Avaliou-se também a imuno-
expressdo 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.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental. Foram utilizadas 15 placentas
de vacas mesticas adultas provenientes do Frigorifico Alvorada,
situado no municipio de Igarapé, MG. Essas amostras foram divi-
didas em trés grupos (n=5): o Grupo I foi formado por placento-
mas obtidos de vacas com 4 meses de gestacdo; enquanto os Gru-
pos 1l e Ill 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).

Analise histopatologica e morfométrica. As amostras foram
fixadas em formol tamponado pH 7.4 por 24 horas e processadas
para inclusdo em parafina. Sec¢des de S5pum foram realizadas para
analise histolégica, imunoistoquimica e histoquimica. As laminas
foram coradas em HE (Hematoxilina e Eosina) para determinagdo
do niimero e area de vasos, em Picrosirius Red para analise dos
colagenos tipo I e IIl e submetidas a reagdo de imunoistoquimi-
ca das proteinas Bid, Bax e Caspases 3 e 8. Os fragmentos foram
analisados em microscdpio 6tico para contagem e localizagdo das
células ou estruturas marcadas. Para tanto, as imagens foram cap-
turadas camera digital (JVC TK-1270/JCB) acoplada a microscé-
pio 6tico (Olympus BX43) e posteriormente analisadas com pro-
grama de andlise de imagens Media Cybernetics Image Pro-Plus
versdo 4.5.0.29 para Windows®.

A analise das fibras colagenas tipo I e tipo I1I dos placentomas
foi realizada a partir da observacdo das laminas coradas com Pi-
crosirius Red. Foram capturados 3 campos/lamina por animal, em
objetiva planocromatica de 10x com luz polarizada. A quantifica-
¢do dos colagenos tipo I e tipo III foi através da area de colageno
(unidade, pM?).

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

Analise imuno-histoquimica. Secdes histoldgicas de pla-
centomas foram desparafinizadas, hidratadas e incubadas por
30 minutos em peroéxido de hidrogénio a 3% para bloqueio das
peroxidases enddgenas. Apos a lavagem por cinco minutos com
tampao fosfato (PBS), as laminas foram submetidas a recupera-
¢do antigénica conforme padronizado para cada anticorpo. Para
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as Caspases 3 e 8 utilizou-se a solugdo de Proteinase K (Protei-
nase K, Dako Corp., Carpinteria, CA) por 5 minutos e para Bid e
Bax a solugio de Acido citrico 10mM pH 6.0 em banho timido por
30 minutos a 96°C. O bloqueio das liga¢des inespecificas endé-
genas foi feio com leite desnatado 5% (Molico® - Industria Brasi-
leira). Os cortes foram incubados camara imida “overnight” com
os anticorpos primarios nas dilui¢des 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, Novacastra TM), anti-
-Caspase 8 clone 11B6 (Mouse Monoclonal CASP-8, Novacastra
TM), anti-Bax (Polyclonal Rabbit Anti-Human Bax, Dako®, Dina-
marca), e anti-Bid (Rabbit Polyclonal anti-Bid, Chemicon, CA, EUA).
Posteriormente as laminas foram incubadas com o anticorpo se-
cundario biotinalado (DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp., Carpinteria,
CA) em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida incubou-se
com a solucdo streptavidina-biotina (DAKO Corp., Carpinteria, CA)
permanecendo por 30 minutos em camara imida a temperatura
ambiente. Utilizou-se o cromégeno diaminobenzidina (DAB, Dako
Corp., Carpinteria, CA) e todas as se¢des foram contracoradas com
Hematoxilina de Harris.

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

As imunomarcagdes foram quantificadas em um nimero mi-
nimo representativo de campos definido pela avaliacdo da evolu-
¢do dos erros padrdes de acordo com o aumento da amostragem
(Moro etal. 2004). Brevemente, determinou-se o indice de marca-
¢do 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 reposicao.
Essas subamostras foram caracterizadas por suas médias e res-
pectivos erros padroes. Plotou-se um grafico da evolugdo dos er-
ros padrdes com o aumento do niimero de campos. Quando o erro
padrdo ndo diminuia acompanhando o aumento do numero de
campos se obtinha o nimero minimo representativo de campos
para cada parametro a ser analisado imunoistoquimicamente. Fi-
cou assim estabelecido 25 campos/lamina para Bax e 30 campos/
lamina para Bid, Caspases 3 e 8.

Para a andlise estatistica os parametros morfométricos obti-
dos dos diversos campos histolégicos foram submetidos ao teste
de Kolmogorf-Smirnoff (KS) para verificagdo de distribuicdo nor-
mal (Gaussiana). Quando os dados tinham distribuicdo Gaussiana,
procedeu-se a Andlise de Variancia e a multipla comparagdo de
Newman Keuls (SNK). As médias e respectivos erros de cada tra-
tamento foram plotadas em grafico. Em caso de distribui¢do dos
dados ndo se encaixar no teste de normalidade, optou-se pelo tes-
te ndo paramétrico de Kruskall-Wallis acrescido do teste de mul-
tiplas comparacgdes de Dunn, utilizando-se o programa GraphPad
Prism versdo 5.1.

RESULTADOS

Achados de niimero e area de vasos

O numero de vasos placentdrios foi similar entre pla-
centas com 9 e 6 meses de gestacdo (5525+0,4282 e
5,150+0,3273, respectivamente), e maior que em placen-
tas com 4 meses de gestacdo (4,031+0,5635, com p<0,05)
(Fig.1A). Assim 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 va-
sos diminuiu em placentas de 4 para 6 meses de gestacao,
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 me-
ses de gestacdo. Dos 6 aos 9 meses houve discreta queda,
ndo significativa (Fig.2 e 3).

Avaliacido imuno-histoquimica

A reacdo imuno-histoquimica com o anticorpo policlo-
nal 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 percen-
tual de imunomarcagio para Bax nas células trofoblasti-
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Fig.1. (A) Analise morfométrica do niimero de vasos em placenta
de vaca com 4, 6 e 9 meses de gestagdo. O numero de vasos
aumentou de 4 (4,031+0,5635) para 6 meses (5,150+0,3273),
mas nao de 6 para 9 meses de gestacdo (5,525+0,4282) com
p<0,05. (B) Analise morfométrica da area média dos vasos em
placentas bovinas com 4, 6 e 9 meses de gestacdo. A drea de va-
sos foi maior no grupo com 4 meses de gestacgdo (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.
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Fig.2. Placenta de vaca. (A) Representa o grupo com 4 meses de gestagdo, com menor concentragdo de colageno tipo I e III. (B) Repre-
senta o grupo com 6 meses de gestacdo, com maior concentracdo de colageno tipo I, caracterizado por birrefringéncia e coloragio
vermelha, e maior concentracido de colageno tipo Ill, caracterizado pela reduzida birrefringéncia e coloragao verde. (C) Representa
o grupo com 9 meses de gestacdo, com redugdo do colageno tipo I e III. Picrosirius Red, microscopia 6ptica sob luz polorizada, 10x.

Fig.4. Placenta bovina mostrando marcagio imunoistoquimica para Bax. Areas acastanhadas no citoplasma definem as marcagées imunoreati-
vas. (A) Placenta com 4 meses de gestagdo. (B) Placenta com 6 meses de gestacdo. (C) Placenta com 9 meses de gestagdo. Complexo strep-
tavidina-peroxidase, 40x. (*) regido materna; (VF) vilo fetal; (setas pretas) células binucleadas; (setas vermelhas) células mononucleadas.

Fig.6. Placenta de vaca mostrando marcagio imunoistoquimica para Bid em células trofoblasticas mononucleadas. Areas acastanhadas no
citoplasma e nucleo definem marcagdes imunorreativas (seta vermelha: célula mononucleada e epitélio materno. (A) Placenta com 4 me-
ses de gestacdo. (B) Placenta com 6 meses de gestagdo. (C) Placenta com 9 meses de gestagdo. Complexo streptavidina-peroxidase, 40x.

Fig.8. Placenta de vaca mostrando marcagio imunoistoquimica para Bid em células trofoblasticas binucleadas. Areas acastanhadas no
citoplasma e nucleo definem marcagdes imunorreativas (seta preta: célula binucleada). (A) Placenta com 4 meses de gestagdo. (B)
Placenta com 6 meses de gestacgdo. (C) Placenta com 9 meses de gestacdo. Complexo streptavidina-peroxidase, 40x.

Fig.9. Placenta de vaca mostrando marcagio imunoistoquimica para Caspase 3. Areas acastanhadas no citoplasma definem marcagées
imunorreativas (seta vermelha - células mononucleadas; setas pretas: células binucleadas). (A) Placenta com 4 meses de gestacio.
(B) Placenta com 6 meses de gestacdo. (C) Placenta com 9 meses de gestacdo. Complexo streptavidina-peroxidase, 40x.

Fig.11. Placenta de vaca mostrando marcacio imunoistoquimica para Caspase 8. Areas acastanhadas no citoplasma e nticleo definem marca-
¢bes 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 streptavidina-peroxidase, 40x.
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Fig.3. Médias e erros padrées das areas de colagenos tipo I e III lulas trofoblasticas mononucleadas nos grupos com 4, 6 e 9
nos grupos com 4, 6 e 9 meses de gestacdo, obtidos com a meses de gestacdo. A imunomarcagdo diminuiu do grupo com
coloragio de Picrosirius Red sob luz polarizada. (A) A quan- 4 (21,64+0,6373) para 6 (19,08+0,5306), mas ndo de 6 para
tidade de colageno I aumentou de 4 (0,3064+0,1715) aos 6 9 meses de gestagdo (18,25+0,4911), com p<0,0002. (B) Dis-
(1,778+0,4569), mas nido de 6 para 9 (1,328+0,4281) meses tribuicdo do indice de marcagdo para Bax nas células trofo-
de gestacdo (p<0,05). (B) A 4rea de colageno Il aumentou de blasticas binucleadas imunomarcadas nos grupos com 4, 6 e
4 (0,2596%0,4705)para 6 (0,9195+0,1219) meses de gesta- 9 meses de gestacdo. A marcagdo aumentou do grupo com 4
¢d0, mas nio de 6 para 9 (0,6266+0,9706) (p<0,05). meses (0,3458+0,04585) parao de 6 (1,391+0,1173) e para 9

meses de gestagdo (2,680+0,1568), com p<0,0001.
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Fig.7. (A) Distribuicdo do indice de marcag¢do para Bid nas célu-
las trofoblasticas mononucleadas imunomarcadas nos grupos
com 4, 6 e 9 meses de gestagdo. A imunomarcagdo aumentou
do grupo com 4 meses (51,46+1,166) para o com 9 meses
de gestacdo (60,75%1,058), mas ndo para o com 6 meses de
gestacdo (49,52+1,325), com p<0,0001. (B) Distribuicdo do
indice de marcagdo para Bid nas células trofoblasticas binu-
cleadas imunomarcadas nos grupos com 4 (3,234+ 0,2257), 6
(2,874+ 0,1763) e 9 (3,020+ 0,1960) meses de gestacdo. Nao
houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos.

cas 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 gestacdo (18,25%) (p<0,0002) (Fig.5A). Ja nas células
trofoblasticas binucleadas a marcagdo para Bax aumen-
tou progressivamente ao longo da gestacdo estando me-
nor aos 4 meses (0,3458%), e maior aos 9 meses (2,68%)
(p<0,0001) (Fig.5B).

Houve ampla marcacdo imunoistoquimica para a pro-
teina 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 gestagio
(49,52%) (Fig.6 e 7A) (p<0,0001.). Nas células trofoblas-
ticas binucleadas a imunomarcac¢io para Bid aos 4, 6 e 9
meses de gestacgdo foi respectivamente, 3,234%, 2,874% e
3,020%, sem apresentar diferenca estatistica entre os gru-
pos (Fig.7B e 8).
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Fig.10. (A) Distribuigdo do indice de marcagdo para Caspase 3 nas
células trofoblasticas mononucleadas nos grupos com4, 6 e 9
meses de gestagdo. A imunomarcagdo aumentou progressiva-
mentedo42meés (12,27+0,5723) parao 62més (14,98+0,4880)
e para o 92 més de gestagdo (26,43+1,097) com p<0,0001. (B)
Distribuicdo do indice de marcagdo para Caspase 3 nas célu-
las trofoblasticas binucleadas nos grupos com 4, 6 e 9 meses
de gestacdo. A marcagdo aumentou do grupo com 4 meses
(0,1674+0,02652) parao de 6 (0,4380+0,04086) e para 9 me-
ses de gestacdo (0,9389+0,07386), com p<0,0001.

A marcacgdo imunoistoquimica para Caspase 3 (Fig.9)
em células trofoblasticas mononucleadas foi menor nas
amostras do grupo com 4 meses de gestacdo (12,27%) e au-
mentou progressivamente aos 6 e aos 9 meses de gestagdo
(14,98% e 26,43%) respectivamente (Fig.10A) (p<0,0001).
Nas células trofoblasticas binucleadas foi menos intensa,
mas seguiu o mesmo padrao, sendo menor no grupo com 4
meses (0,1674%) e aumentando progressivamente aos 6 e
aos 9 meses de gestacdo (0,4380% e 0,9389% respectiva-
mente) (Fig.10B) (p<0,0001).

A reacdo imunoistoquimica para a Caspase 8 (Fig.11)
mostrou expressao progressiva aumentando de 4 (12,16%)
a6 (18,41%) e a9 meses de gestagdo (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 (1,820%) e menores
com 4 meses de gestacdo (0,8304%) (p<0,0001) (Fig.12B).
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Fig.12. (A) Distribuicdo 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 me-
ses (12,16+1,127) para o de 6 (18,41+£1,406) e para 9 meses
de gestacdo (23,19+1,556), com p<0,0001. (B) Distribuicdo
do indice de marcagdo para Caspase 8 nas células trofoblas-
ticas binucleadas nos grupos com 4, 6 e 9 meses de gestacgao.
A marcagdo aumentou do grupo com 4 meses de gestacio
(0,8304+0,1518) aos 9 meses de gestagdo (1,820+0,2603),
mas ndo houve diferenca entre o grupo com 6 meses de gesta-
¢d0 (1,054+0,2139) e os demais (p<0,01).

DISCUSSAO

Neste trabalho avaliou-se as mudangas estruturais na pla-
centa 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 IIl em diferentes idades gestacionais.
Além disto quantificou-se a imunoexpressdo das Caspases
3 e 8, do Bax e do Bid em células trofoblasticas binucleadas
e demais células do placentoma, correlacionando estes da-
dos com a idade gestacional.

Houve aumento significativo do niimero de vasos em
placentas de 4 para 6 meses de gestacdo, porém nao de 6
para 9 meses. Inversamente a drea média dos vasos dimi-
nuiu em placentas de 4 para 6 meses de gestacdo, porém
ndo de 6 para 9 meses. Assim o aumento no numero de

vasos ndo necessariamente se associou ao aumento do ca-
libre destes durante a evolucdo da gestacdo. Aos 6 meses
de gestacdo, os vasos placentarios estavam aumentando
de numero e diminuindo de tamanho, indicando maior an-
giogénese e criagdo de anastomoses. Nao houve aumento
da area e nimero dos vasos no terco final da gestacao, o
que concorda em parte com os achados de Grunert (1984)
como sendo resultado da hialinizagao das paredes dos va-
sos sanguineos, proliferacdo de tecido conjuntivo da sub-
-intima e adventicia, bem como pela obliteragcdo do limen
dos mesmos.

O numero de vasos placentarios aumenta com o avan-
¢o da gestacdo. No inicio da gestacdo poucos capilares sdo
encontrados no mesénquima, existindo uma evolugido na
vascularizagdo com o progresso da gestagdo, conforme re-
latado por Pinto et al. (2008). A maioria dos trabalhos em
placentas em estagios iniciais de gestacdo e no terco médio
evidenciam maior vasculogénese, com a formacdo de uma
rede vascular anostomosada (Cheung et al. 1995), propor-
cional as necessidades do desenvolvimento fetal (Reynolds
& Redmer 2001). Em todos os tipos de placenta existe um
crescimento consideravel de vasos sanguineos, garantindo
uma potencializacdo nas trocas entre os organismos mater-
no e fetal (Charnockjones et al. 2001). A ndo expansdo da
vascularizacdo placentaria no tergo inicial tem sido asso-
ciada a mortalidade embrionaria precoce (Hill et al. 2000,
Charnock-Jones & Burton 2000).

Os colagenos do tipo I e [Il aumentaram dos 4 aos 6 me-
ses de gestacdo indicando uma colagenizacdo progressiva
das cardnculas até o ter¢o medio da gestagdo. Dos 6 aos
9 meses houve discreta queda, ndo significativa. Estes re-
sultados indicam que na placenta bovina em periodo final
de gestacdo nao ocorre mais aumento dos colagenos I e I,
apesar do crescimento fetal e da preparagdo para o parto.
Esta esclerose funcional da placenta materna é mais evi-
dente nas zonas marginais da caruncula, 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 co-
lageno no final da gestacao, e essa degradacdo é essencial a
maturagdo e consequente separag¢ao dos placentomas. A fa-
lha da colagendlise dos cotilédones é proposta por muitos
autores como sendo fundamental na Retengdo Placentaria
(RP). Se o sistema de ancoragem nao é enzimaticamente
degradado, as membranas fetais ficam retidas. Vacas com
RP apresentam uma colagenoélise diminuida (Gross et al.
1985, Melendez et al. 2006), ou ainda um sistema anti-cola-
genase mais ativo (Eiler & Hopkins 1993), sendo incapazes
de degradar o colagénio tipo IlI, que diminui significativa-
mente em vacas normais no final da gestagdo (Sharpe et al.
1990).

Na avaliagdo das moléculas envolvidas na maturagao
placentaria associadas com a idade gestacional, a primeira
molécula aqui estudada foi o Bax. A reacdo imunoistoqui-
mica com o anticorpo policlonal para a proteina Bax mos-
trou percentual de imunomarcacdo nas células trofoblas-
ticas mononucleadas maior que nas binucleadas, e seguiu
um padrao diferente, sendo maior nas placentas com 4
meses e diminuindo aos 6 meses de gestagdo nas mononu-
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cleadas enquanto nas binucleadas era menor aos 4 meses e
aumentava progressivamente aos 6 e 9 meses de gestacdo.

0 aumento da expressdo de Bax em células binucleadas
trofoblasticas em nosso estudo e a subsequente ativacio
da caspase ativa a apoptose (Sgarbosa et al. 2006) nessas
células. Williams et al. (1987) relataram a diminuigdo pro-
gressiva de células trofoblasticas gigantes na vaca ao lon-
go da gestacdo. O numero de células binucleadas diminui
somente nas ultimas semanas da gestacdo (Wooding et al.
1993). Quando o nimero das células binucleadas nao dimi-
nui no final da gestagdo aumenta-se as chances de retencdo
placentaria (Santos et al. 1996).

As proteinas da familia Bcl-2 sdo reguladoras da apop-
tose na placenta, entre eles o Bax pro-apoptético e Bcl-2
anti-apoptético (Antonsson et al. 1997, Fleischer & Rebollo
2004). O excesso de Bax formara complexos com Bcl-2 ini-
bindo sua func¢do protetora, enquanto a formagao de homo-
dimeros de Bax forma poros na membrana da mitocéndria
para aliberagdo do citocromo-c (Liu et al. 2003). Para Ushi-
zawa et al. (2006) o pico da expressdo de Bax pelas células
binucleadas ocorre no meio da gestacdo, 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.

0 indice de imunomarcagio da proteina Bid foi maior
nas células trofoblasticas mononucleadas de placentas
com 9 meses e menor com 4 e 6 meses de gestacdo. Nas
células trofoblasticas binucleadas a imunomarcagdo para
Bid ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos.
A imunomarcagdo para-Bid foi intensa no epitélio materno
em todos os periodos gestacionais avaliados nesse estudo.
Proteinas como Bax e Bid sdo pré-apoptéticas e ativam cas-
pases efetoras (Patel & Gores 1998). A maturac¢do placen-
taria é mediada pela apoptose das células das criptas do
epitélio materno e ocorre durante toda a gestacdo na re-
novagdo normal (Boos et al. 2003), aumentando no terco
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 remode-
lagdo dos vilos endometriais.

A imunomarcacao para Caspase 3 em células trofoblas-
ticas mono e binucleadas foi menor aos 4 meses de gesta-
¢do 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 trofo-
blasticas 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 gestagdo, mas com maior fre-
quéncia no periodo final (Straszewski-Chavez et al. 2004).
Benetone (2005) demonstrou maior marcagdo para caspa-
se 3 e apoptose nas placentas de 9 a 10 meses de gesta-
¢do comparados com placentas de 2 a 5 meses de gesta-
¢do. Relacionou a redugdo da proliferacdo com o aumento
da apoptose com a maturacdo da placenta e consequente
liberacdo dos anexos fetais ap6s o parto. Liu et al. (2003)
relataram aumento da marcac¢do para caspase-3 no sincicio
e citotrofoblasto ao decorrer da gestacdo. Padrdes crescen-
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tes de apoptose na placenta humana durante a gestagdo
também foi observada e relacionada a constante renova-
¢do e remodelacgdo tecidual como um processo natural por
Straszewski-Chavez et al. (2005).

A caspase-3 ativada cliva proteinas vitais, como as en-
zimas reparadoras do DNA e as proteinas do citoesque-
leto. Isto explica a morfologia caracteristica das células
apoptoticas como condensacdo nuclear, bolhas na mem-
brana e retragdo celular. A deoxyribonuclease ativada pela
caspase cliva o DNA inespecificamente em fragmentos de
aproximadamente 200 pares de bases matando as célu-
las (Straszewski-Chavez et al. 2005). O aumento do indice
apoptdtico em placentomas com o avanco da idade gesta-
cional em vacas foi comprovado morfologicamente com a
reacdo de Tunel por Meca et al. (2011).

A Caspase 8 aumentou progressivamente ao longo da
gestacdo nas células trofoblasticas mononucleadas. Ja nas
células trofoblasticas binucleadas s6 houve diferenca entre
o tergo inicial e o final da gestacdo, estando os valores ob-
tidos para 6 meses similares aos com 4 e 9 meses de gesta-
¢do. O aumento da expressao de caspase 8 ao final da gesta-
¢do em células trofoblasticas mononucleadas e binucleadas
é também relatado por Donovan & Cotter (2004), e reflete
a ativacdo 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 consequencia da ligacdo de
moléculas sinalizadoras com receptores da morte na mem-
brana citoplasmatica. A Caspase 8 cliva e ativa as caspases
efetoras 3 e 7. Estas caspases efetoras sdo capazes de clivar
uma série de substratos, iniciando a apoptose (Hengartner
2000). Além disso, a ativacdo da caspase 8 pode levar auma
integracdo da via extrinseca com a via intrinseca da apop-
tose através da clivagem da proteina Bid (Wei et al. 2000).
A proteina Bid truncada (tBid) é capaz de induzir a libera-
¢do do citocromo c da mitocondria e ativar a caspase 9 cau-
sando a morte celular (Petros et al. 2004, Bras et al. 2005,
Kutuk & Basaga 2006).

Os resultados da imunoistoquimica, tomados em con-
junto, parecem sugerir diferencas na ativacdo da apoptose
para os componentes materno-fetais da placenta bovina,
durante a sua maturac¢do. Moléculas comuns as duas vias,
como as Caspases 3, sdo expressas de maneira ascendente
e progressivas ao longo da gestacdo tanto para o compo-
nente 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 gestacao,
enquanto o Bid e as Caspases 3 e 8 se tornam os mais signi-
ficativos, aumentando progressivamente.

CONCLUSOES

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 gestacdo, e diminui aos 6 meses de gestacdo
com o aumento das Caspases 3 e 8 e Bid com o avanco ges-
tacional.
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Os colagenos tipo I e III e a vascularizacdo ndo aumen-
tam ao final da gesta¢do, diminuindo a adesdo dos compo-
nentes materno-fetais.

Esses resultados confirmam que as Caspase 3 e 8 e 0
Bax estdo envolvidos nos mecanismos de ativacdo da apop-
tose pela vias 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.
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