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RESUMO

Estudou-se a ocorréncia de apoptose nos placentomos de cabras gestantes intoxicadas experimentalmente
com o cipo-preto (Tetrapterys multiglandulosa A Juss.). Analisou-se morfometricamente a intensidade do
processo de apoptose nas células trofoblasticas em cabras controle (grupo IIT) e em animais submetidos a
diferentes dosagens (grupos I e IT) de cipd-preto. O grupo I foi composto por quatro cabras gestantes que
receberam 10gramas/kg de peso vivo de folhas verdes da referida planta. No grupo II, quatro cabras
gestantes receberam 20 gramas/kg de peso vivo de folhas verdes. A quantificacdo morfométrica da
apoptose demonstrou que nas cabras tratadas a apoptose ocorreu com maior intensidade quando
comparada com a obtida em animais do grupo-controle. Diferentes dosagens da planta (10 e 20g/kg PV)
ndo foram um fator determinante para a maior ou menor ocorréncia de apoptose, apesar de acarretar
morte fetal e subseqiiente aborto em momentos diferentes. A intensa apoptose em fase ainda inicial da
gestagdo compromete fun¢des normais da placenta, possibilitando uma explicagdo para a morte fetal e
aborto observadas. Conclui-se que a T. multiglandulosa é tdxica para cabras gestantes nas doses de 10 e
20g/kg peso vivo ingeridas durante seis e duas semanas, respectivamente.
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ABSTRACT

The role of apoptosis in the pathogenesis of placental dysfunction was studied in pregnant goats
experimentally intoxicated with cipé-preto (Tetrapterys multiglandulosa A4.Juss.). Twelve animals were
distributed in three groups, each one with four pregnant goats. Group I was fed 10g/kg of live weight and
group Il was fed 20g/kg of live weight and group III was used as control. Although apoptosis occurred in
placental cells of all the animals, morphometric analyses demonstrated that goats fed with cipo-preto
showed higher apoptotic indices than controls. However no difference could be detected between groups 1
and II. Different amounts of the plant were not a determinant factor to increase the intensity of apoptosis
in the placental tissue, although the final result was fetal death and/or abortion at different moments.
Intense apoptosis during the early stage of pregnancy may be detrimental for the normal development
and function of the placenta and may help to explain the fetal death and abortion observed. Therefore
Tetrapterys multiglandulosa is foxic to pregnant goats when ingested at 10 or 20g/kg of live weight
during six or two weeks, respectively.
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INTRODUCAO

Entre as plantas da familia Malpighiaceae
descritas como toxicas destaca-se a espécie
Tetrapterys multiglandulosa A. JUSS. na regido
Sudeste do Brasil (Tokarnia et al., 2000).
Vulgarmente conhecida como cip6-preto, cipd-
ouro ¢ cipo-rudo, trata-se de uma planta perene,
trepadeira, com pétalas amarelas, folhas ovais a
eliptico-lanceoladas. As folhas verdes constituem
a parte toxica, possuindo heterosideos
flavonicos, taninos condensados, alcaldides
quaternarios e esteroides (Melo et al., 2001).

As alteragdes mais conhecidas na intoxicagdo
pelo Tetrapterys spp sdao de cunho degenerativo-
necrotizantes (Peixoto et al.,1995) e afetam
principalmente 6rgdos como coragdo e figado. O
animal apresenta-se com edema na parte inferior
da barbela e na regido esternal. Pode ocorrer
também dificuldade de locomogdo, anorexia,
tremores musculares e leve dispnéia nos bovinos.
Nas regides onde ocorre a doenga em bovinos
adultos ha também abortos em vacas (Tokarnia
et al., 1989).

Veterinarios e criadores do vale do Rio Doce e
Mucuri (MG) tém relatado problemas de abortos
em vacas ou de neonatos fracos (com alta
mortalidade perinatal), que ocorrem na época da
seca, especialmente de agosto a outubro, quando
0s animais comem a brotagdo do cipo-preto que
ainda se mantém verde. E provavel que o cipd-
preto possua um principio toéxico com efeito
deletério sobre a gestagdo, interferindo na
maturagdo e fungdo placentaria ou diretamente
sobre o feto causando morte fetal com
subseqiiente aborto (Melo et al., 2001).

O atraso na maturagdo placentdria pode
comprometer fun¢des normais da placenta e
acarretar sofrimento fetal e aborto. Um método
de avaliacdo da maturacdo placentaria consiste
na quantificacdo da apoptose nas células
trofoblasticas da placenta (Martins, 1999; Nunes
etal., 2001).

Durante a gestagdo ocorrem mudangas
estruturais na placenta, que estdo relacionadas
com sua subseqiiente expulsio. O epitélio
materno ¢ colunar ou cuboidal, tornando-se
achatado ao final da gestagdo, desaparecendo
eventualmente em algumas areas (Bjorkman,
Sollen, 1960). O epitélio trofoblastico consiste,
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predominantemente, de células binucleadas
(Lawn et al., 1996), que também diminuem ao
longo da gestacdo (Williams et al., 1987).

A apoptose age como fator na maturagdo
placentaria sendo um mecanismo envolvido na
diminui¢do do numero das células binucleadas
(Martins, 1999; Nunes et al., 2001).

Se a apoptose ocorre de maneira mais intensa em
fase ainda inicial da gestacdo, pode significar
disfungdo placentaria (Kokawa et al., 1998).
Assim, ¢ importante a  quantificagdo
morfométrica da  apoptose nas  células
trofoblasticas quando se suspeita de disfun¢ao na
maturagdo placentaria.

A apoptose ou morte celular programada ¢ um
tipo de morte celular caracterizado por profundas
modificagdes estruturais e funcionais (Wylle,
1992). Trata-se de um mecanismo fisiologico de
controle da populagdo celular que regula o
tamanho dos tecidos, exercendo um papel oposto
ao da mitose (Vasconcelos, 1995).

O objetivo deste trabalho foi de quantificar
morfometricamente a apoptose nas células da
placenta de cabras gestantes que receberam
diferentes dosagens de cipo-preto e assim
investigar o papel dessa alteragao nas disfungoes
placentarias e no abortamento observado na
intoxicagao com o 7. multiglandulosa.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 cabras (Capra hircus)
prenhes da raga Saanen ou SRD, com idade
variando entre dois e trés anos e peso médio de
38kg. Os animais foram divididos em trés grupos
experimentais com quatro animais cada. O grupo
I foi composto por cabras gestantes que
receberam 10 gramas/kg de peso vivo de folhas
verdes de cipo-preto. No grupo II, as cabras
gestantes receberam 20 gramas/kg de peso vivo
de folhas verdes. O grupo III foi o controle. Todo
o acompanhamento clinico foi feito conforme
descrito em Melo et al. (2001).

Apds o abortamento, cada cabra tratada foi
sacrificada e submetida a necropsia para colheita
de fragmentos dos placentomos. Os animais do G
III foram sacrificados e necropsiados em épocas
de gestagdo equivalentes aos abortos ocorridos
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nos grupos I e II. A coleta das amostras ¢ o
processamento laboratorial foi feito conforme
descrito em Melo et al. (2001).

As secgOes coradas em hematoxilina e eosina
foram previamente examinadas ao microscopico
optico e posteriormente encaminhadas para a
determinagdo do indice apoptdtico em analisador
de imagens'. As imagens obtidas dos campos
histologicos em microscopio de luz foram
digitalizadas com objetiva planacromatica de 40
vezes.

O numero minimo representativo de campos
microscopicos  por placentomo para a
determinacdo do indice apoptdtico (IA) foi
determinado a partir da contagem de células
apoptoticas em 50 campos de um placentomo
tomados aleatoriamente. Desses, formaram-se 10
subamostras de 5, 10, 15.. até 50 campos
retirados aleatoriamente com reposi¢do. De cada
grupo calcularam-se a média aritmética e os
respectivos erros-padrdo para cada tamanho da
amostra. Plotou-se em grafico a evolugdo dos
erros-padrdo  obtidos para cada tamanho
amostral. A medida que o tamanho da amostra
aumentou, os erros diminuiram. Assim, o
tamanho da amostra considerado como minimo
representativo foi obtido quando o incremento do
nimero de campos ndo resultou em redugdo
consideravel no valor do erro (Sampaio, 1998).

Das 12 amostras contaram-se todas as células
com morfologia sugestiva de apoptose e
posteriormente todas as demais células presentes
no nimero minimo representativo de campos
histologicos pertencentes a interface materno-
fetal de cada lamina. Em cada campo o IA
utilizado referiu-se a porcentagem de células
apoptoticas por campo microscopico e foi obtido
conforme a seguinte equacao:

IA = [Z de célulasem apoptose} <100,

> de células totais

De todos os campos estudados para cada amostra
calculou-se a média aritmética do IA resultando
em um valor médio por amostra.

Para a quantificacdo de células apoptoticas,
foram contadas somente as células que
apresentaram pelo menos trés das seguintes
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caracteristicas morfologicas peculiares do
processo: anoiquia, condensagdo do citoplasma,
condensagdo nuclear, fragmentagdo nuclear,
fragmentagdo celular e fagocitose dos corpos
apoptoticos pelas células da vizinhanca na
auséncia de inflamacao exsudativa.

Os corpos apoptdticos em grande nimero e
proximos uns dos outros foram quantificados
como o resultado de uma Unica célula em
apoptose. Quando distantes entre si, foram
considerados como resultados de apoptose em
células diferentes e contabilizados como tal.

Na duvida quanto a caracteriza¢do de uma célula
como em apoptose, ela ndo foi contabilizada
como tal.

As médias de cada tratamento foram comparadas
entre si pelo do teste ¢ de Student, para duas
amostras em par para médias com nivel de
significancia de 5%, utilizando-se do programa
Microsoft® Excel 2000 (versdo 9.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A apoptose pode ser facilmente detectada pelas
caracteristicas  morfologicas  descritas  nos
critérios de inclusdo empregados neste trabalho.
As células retraidas e destacadas de suas
vizinhas, com cromatina condensada, com
nucleo retraido e ou fragmentado, foram
facilmente reconhecidas como apoptoticas,
mesmo a coloragdo de rotina (Fig. 1 aeb).

Na necrose, a condensagdo da cromatina da se de
forma grosseira seguida de ruptura nuclear. Ao
contrario, na apoptose a condensacdo da
cromatina dd-se de forma organizada,
freqiientemente periférica a carioteca, as vezes
com formacdo de “crescentes”, seguida de
fragmenta¢do sem ruptura nuclear, como ja
mencionado por Staunton e Gaffney (1998).

Diversas coloragcdes e técnicas especiais (ex:
verde de metila - pironina - MGP, Shorr, Tunel)
tém sido propostas e utilizadas na marcagdo de
células apoptoticas. Moffitt (1994) utilizou o
MGP e a HE para demonstrar morte celular em
tumor murino S180. O verde de metila enfatiza
as células apoptéticas devido a evidenciagdo da
cromatina condensada e a pironina cora bem o
citoplasma das células apoptdticas devido ao
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aumento de RNAm, diferentemente do que
ocorre nas células necroticas. Entretanto, ao se
comparar os resultados da quantificacdo do
indice apoptotico das sessdes coradas por MGP e
por HE, nenhuma diferenca estatistica foi
observada.

Também Nunes (2001) observou que nao houve
diferencgas significativas entre os IA obtidos em
diversas coloragdes como Shorr e¢ MGP.
Gonzalez et al. (2000) utilizaram apenas a
coloragdo pela HE para quantificar as células em
apoptose, no estudo de regressio do TVTC
induzido terapeuticamente.

Assim, independente da técnica utilizada, o mais
importante na deteccdo da apoptose € ter um
critério de inclusdo bem definido e coerente.
Kerr et al. (1972) salientaram que a presenga da
morfologia padrdo de apoptose envolvendo a
condensacdo da cromatina e a fragmentagao
citoplasmatica em corpos apoptoticos, como
visto na Fig. 1 a e b, ¢ suficiente para
identificag@o histologica da apoptose.

A morfometria (Fig. 2) dos indices apoptoticos
obtidos nos 30 campos dos 12 animais divididos
nos trés tratamentos demonstrou ndo haver
diferencas significativas na freqiiéncia de
apoptose nas células placentarias entre os grupos
I e II, quando examinadas apds abortamento dos
fetos (Tab. 1). A frequéncia relativa de apoptose
encontrada do I (controle) foi
significativamente inferior a dos grupos I e II,
indicando que a planta possui propriedades pro-
apoptoéticas, independente da quantidade da
planta ingerida.

Tabela 1. Média e erro-padrdo do indice
apoptotico (IA %) nos placentomos de cabras
dos grupos tratados com 10g/kg PV, com 20g/kg
PV e controle

Grupo Média IA Erro-padrio
I (10g/kg) 44,1 2,0
11 (20g/kg) 43,0 1,6
I (Controle) 20,6 0,9
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A apoptose observada nos animais do grupo-
controle foi considerada fisioldgica, como parte
da maturagdo placentaria. Durante a gestacdo, o
epitélio placentario se modifica, adaptando-se as
demandas fisioldgicas. No terco final da gestacao
comeca a ocorrer um processo de involucdo,
preparatorio para o parto (Grunert et al., 1976;
Grunert, 1980; Barreto Filho, Marques Junior,
1993). A apoptose participa ativamente nesse
processo de maturagdo placentaria, como
demonstrado por Martins (1999), Marques Jinior
et al. (2001) e Nunes et al. (2001).

A maior incidéncia de apoptose em fase ainda
inicial da gestacdo observada nas placentas dos
animais dos grupos I e II compromete fungdes
normais da placenta e participa de alguma
maneira na morte do feto e posterior
abortamento. Kokawa et al. (1998) salientaram
que a apoptose intensa em fase ainda inicial da
gestagdo associa-se com disfung@o placentaria.

No grupo I, abortamentos ocorreram apos a
quinta semana de ingestdo da planta e no grupo
IT apos a segunda semana. Assim, ainda que ndo
tenham sido observadas diferengas
microscopicas e morfométricas no tocante a
apoptose placentaria, clinicamente a ingestdo de
maior quantidade da planta induziu morte fetal e
abortamentos mais precoces, encurtando o
periodo experimental no grupo II. Especula-se
que se a morte fetal e o abortamento ndo
tivessem ocorrido tdo cedo no grupo II, de
maneira que se pudesse continuar o tratamento
com 20 gramas/kg PV até cinco semanas, o
indice de apoptose provavelmente seria maior do
que o do grupo I. Assim, dosagens maiores da
planta acabaram levando a um periodo de
exposicdo menor, com abortamentos mais
precoces.

Os resultados obtidos neste estudo parecem
sustentar que a ingestdo de cipd-preto aumenta a
apoptose celular numa fase ainda inicial da
gestacdo, comprometendo a satde fetal e
ajudando a explicar a ocorréncia de morte fetal e
abortamento.
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Figura 2. Tela do analisador de imagens utilizado para a quantifica¢do das células apoptoticas e totais de

cada campo histologico.

CONCLUSOES

A intensa apoptose na fase ainda inicial da
gestagdo compromete as fungdes normais da
placenta, explicando a morte fetal e o aborto
observadas na intoxicagdo experimental com 7.
multiglandulosa em cabras gestantes.
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