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INIBICAO DE APOPTOSE E RETARDO DA MATURACAO PLACENTARIA: UM
PROVAVEL MECANISMO DA RETENCAO PLACENTARIA NA BRUCELOSE
BOVINA (REVISAO DE LITERATURA)

APOPTOSIS INHIBITION AND DELAY OF PLACENTAL MATURATION: A PROPOSED
MECHANISM OF PLACENTAL RETAINMENT IN BOVINE BRUCELLOSIS (REVIEW)
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RESUMO: A brucelose ¢ uma doenca de grande importancia em satde publica, causa grande perda de
produtividade em rebanhos bovinos, além de prejuizos em decorréncia das barreiras sanitarias no mercado internacional.
No bovino, a brucelose induz aborto, mortalidade neonatal, placentite necrotizante e reten¢do de placenta. Como
tecidos em necrose usualmente sdo friaveis, seria esperado que a placenta se desprendesse mais rapidamente e ndo
ficasse retida em decorréncia da placentite necrotizante na brucelose. Ha evidéncias de que bactérias do género
Brucella inibem a apoptose ao infectar determinados tipos celulares. A Brucella abortus tem a habilidade de infectar
e se multiplicar no trofoblasto. A expulsdo adequada da placenta no momento do parto depende da maturagéo deste
orgdo, que decorre da diminuicéo da celularidade e da ocorréncia de apoptose nos tecidos fetal e materno. Propde-se
aqui que a Brucella abortus, direta ou indiretamente, iniba a apoptose de células placentarias e, conseqiientemente,
retarde a maturagdo placentaria. Esse fato poderia explicar melhor a retengdo placentaria que se desenvolve na
brucelose bovina.
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(CRAWFORD; HUBER; BRUCE, 1990). Sua
multiplicag@o ocorre nas células do hospedeiro ou em meio

Revisdo de Literatura

Brucelose

A brucelose bovina ocorre de maneira endémica
e a estimativa de animais soropositivos no Brasil varia
entre 2,5% e 7,5%, dependendo da regido. Além da
possivel contaminacéo dos consumidores de produtos de
origem animal, a brucelose pode causar até 20% de perda
de produtividade em rebanhos bovinos. Além disso, a
brucelose torna a carne, leite e derivados vulneraveis a
barreiras sanitarias no mercado internacional, causando
um prejuizo de 32 milhdes de dolares ao ano para a
economia brasileira (POESTER; GONCALVES;
PEREIRA, 2002).

Representantes do género Brucella sdo pequenos
cocobacilos, Gram negativos, imoveis (CORBEL;
STUART; BREWER, 1984). Sdo muito resistentes e
podem sobreviver por grandes periodos no meio ambiente

de cultura, sendo considerado um parasito intracelular
facultativo (SMITH; FICHT, 1990).

Nos bovinos, a Brucella abortus pode ser
encontrada principalmente nos testiculos, glandulas
sexuais e Utero gestante, onde o eritritol € encontrado em
grande concentracdo. O eritritol estimula a multiplicagéo
brucélica, ja que a energia produzida pelo seu metabolismo
¢ maior do que a produzida pela utilizacdo da glicose.
Assim, a Brucella abortus se concentra nesses locais,
culminando com placentite necrotizante focal, aborto,
retencdo placentaria e infertilidade (CORBEL, 1997;
SMITH; FICHT, 1990).

A placenta bovina e sua maturacio

Durante a gestacdo sdo formadas entre 70 a 120
carunculas no endométrio bovino (MARQUES JUNIOR;
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BARRETO FILHO; SATURNINO, 1993). As
carunculas compdem a parte materna da placenta, sendo
recobertas pelas membranas fetais que crescem e se
expandem para dentro do lume uterino, formando
estruturas fetais irregulares, que sdo conhecidas como
cotilédones (SCHAFLER; FISHER; DAVIES, 2000). Os
componentes fetais se constituem de endotélio,
mesénquima e trofoblasto. Os maternos sdo epitélio
uterino, tecido conjuntivo e endotélio (RAMSEY, 1982).
Entre os cotilédones ha areas de tecido coridnico liso
(RAMSEY, 1982). Assim, a placenta bovina ¢ classificada
como cotiledonaria (WOODING, 1992), epiteliocorial ou
sinepiteliocorial, vilosa (RAMSEY, 1982), devido a
presenca dos vilos; ndo deciduada, por que as partes
materna e fetal podem ser separadas sem causar danos
a mucosa uterina apds o parto (BJORKMAN, 1970;
STEVEN, 1975).

Com o crescimento placentario, os cotilédones
projetam vilos corionicos que se interdigitam com as
criptas carunculares formando a unidade funcional da
placenta, o placentomo (AMOROSO, 1952; STEVEN,
1975). Essas interdigitagdes aumentam a superficie de
contato entre o tecido fetal e materno (STEVEN;
MORRIS, 1975). Segundo King, Atkinson e Robertson
(1982), com a invasdo dos vilos, os placentomos crescem
aproximadamente cinco mil vezes, involuindo préximo ao
parto.

Vilos corionicos sdo cones mesenquimatosos
vascularizados, revestidos por células trofoblasticas
cuboidais ou células principais mononucleadas e células
gigantes com dois ou mais niicleos (BJORKMAN, 1970;
JAINUDEEN; HAFEZ, 1993).

As células trofoblasticas cuboidais mononucleadas
possuem nucleos arredondados com grandes nucléolos. As
células gigantes possuem nucleos esféricos, amplamente
separados, com nucléolos evidentes e citoplasma
abundante. O epitélio da cripta uterina € ciibico ou achatado.
Suas células possuem ntcleos esféricos e nucléolos bem
evidentes (BJORKMAN, 1969).

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

A liberagdo da placenta apds o parto envolve a
perda da adesdo materno-fetal e ocorre somente apos a
maturagdo do placentomo. As contragdes uterinas durante
o parto ajudam mecanicamente a eliminag&o placentaria.
Um fator determinante na liberagdo é a desagregacao da
vilosidade materno-fetal (BJORKMAN, 1969).
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O processo de maturagdo placentaria envolve o
achatamento do epitélio nas carinculas maternas, que ¢
intensificado 3 a 5 dias antes do parto (GRUNERT, 1984)
e a diminui¢do do nimero de células binucleadas do
trofoblasto e células epiteliais das carinculas maternas
(SANTOS, 1995; WANGO, HEAP, WOODING, 1992).
O feto aparentemente participa da manuten¢do da
populagdo de células binucleadas (WOODING, 1992) e
as alteragdes hormonais antes do parto parecem favorecer
a diminui¢do dessas células (MARTINS, 1999a). O
nimero de células nas criptas carunculares declina a
partir dos 270 dias de gestagdo (BARRETO FILHO;
MARQUES JUNIOR, 1993; WOICKE et al., 1986).

A reducdo do suprimento sangiiineo das
carunculas maternas e da circulagéo placento-fetal ajuda
na desagrega¢do feto-maternal apos o parto. As
vilosidades coridnicas tornam-se menos aderidas as
criptas carunculares devido aos periodos alternados de
hiperemia e isquemia e as enzimas proteoliticas, tais como
a colagenase, que diminuem a adesdo da matriz
extracelular na interface materno-fetal (JEFFREY;
EHLICH; ROSWIT, 1991).

A liberacdo fisioldgica da placenta ocorre
geralmente entre 3 a 6 horas apos o parto. A proteolise
do cotilédone e a diminuigfo 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 liberagdo da placenta é aumentada nas
vilosidades de vacas saudaveis e diminuida em vacas com
retencdo placentaria (GROSS; WILLIAMS;
MANSPEACKER, 1985).

A progesterona ¢ o antagonista direto das
contragdes uterinas induzidas tanto pela ocitocina quanto
pelas prostaglandinas. No dia anterior ao parto as
concentra¢cdes plasmaticas de progesterona caem
acentuadamente (HAFEZ; JAINUDEEN, 1995).

Na semana anterior ao parto, ha o aumento rapido
nas concentragdes do cortisol fetal, que inibe
gradualmente a sintese de progesterona pelo utero e
placenta (HUNTER et al., 1977) e induz a produgio de
estrogénios (HOFFMANN et al. 1979; MCDIARMID,
1983). Cerca de 7 dias antes do parto ha um aumento
abrupto das concentra¢des plasmaticas de estrogeno
(CHEW et al., 1977).

O aumento de estrogeno e a diminuigdo de
progesterona no final da gestacdo estimulam a secrecéo
da PGF, (LINDELL; KINDAHL; EDQVIST, 1977),
que comeca a aumentar 24 a 36 horas antes do parto
atingindo o pico no momento do mesmo (GOFF; HORST,
1997). A PGF,  causa a lutedlise (KORDTS; JOCHLE,
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1975; LEWING; PROULX; MAPLETOFT, 1985),
aumenta o namero de receptores para ocitocina e inibe a
sintese de progesterona no utero (GOFF; HORST, 1997),
desencadeando o parto (HADLEY, 1996).

Segundo Gross, Williams e Moreland. (1986), a
administra¢do de PGF, uma hora antes do parto previne
a retengdo de placenta. As células binucleadas dos vilos
corionicos sdo a principal fonte de producdo de
prostaglandinas na placenta, a partir do acido araquidonico
(GROSS; WILLIAMS, 1986).

Com o aparecimento das contragdes uterinas ha
a compressdo mecanica dos placentomos 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 placentomos
sdo comprimidos contra o feto pela pressdo da parede
abdominal e contragdes uterinas. Apds a expulsio fetal o
fluxo sangiiineo umbilical € interrompido. Com isso ha
isquemia dos vilos coridnicos e contracdo dos capilares
facilitando a separag@o entre os vilos e as criptas. Nesse
estagio, as contracdes uterinas diminuem de amplitude,
mas permitem a liberagdo da placenta (HAFEZ;
JAINUDEEN, 1995).

Segundo Woicke et al. (1986), distarbios no
processo de maturagdo podem resultar na retengéo
placentaria. Esses autores demonstraram
experimentalmente que vacas com parto normal
apresentavam o epitélio materno descontinuo com intenso
achatamento e diminui¢ao do nimero de células maternas.
Por outro lado, animais com retencdo apresentaram o
epitélio das criptas carunculares continuo e com células
cuboidais, indicando auséncia de maturagéo.

A retengdo de placenta (RP) ou reteng¢do das
membranas fetais ¢ conceituada como a auséncia da
separagdo da carincula materna (retengo primaria), ou
a dificuldade mecanica em expelir a membrana fetal ja
separada (retengio secundaria) (EILER, 1997).

Em bovinos, a recuperagao do trato reprodutivo
no periodo pds-parto permite o aumento da eficiéncia
reprodutiva e conseqilentemente melhor desempenho da
atividade pecuaria. A expulsdo placentaria no tempo
normal e a adequada involugdo uterina possibilitam,
juntamente com outros fatores, o retorno a atividade
ovariana luteinica ciclica pds-parto. Com isso ha um rapido
restabelecimento do ambiente uterino para uma nova
gestacdo (MARTINS, 1999a).

E dificil definir precisamente a retengdo
patoldgica da placenta considerando-se o tempo decorrido
ap6s o parto (LAVEN; PETERS, 1996). As escalas de
tempo usadas variam entre 6 ¢ 71 horas (VAN WERVEN
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etal., 1992). Segundo Eiler (1997), os efeitos danosos a
performance reprodutiva, produgéo de leite, doenga pos-
parto e taxa de abate sdo principalmente detectados
quando a reten¢do excede o periodo de 12 horas.

A incidéncia da RP em bovinos é muito variavel,
pois depende de como ¢ definida e do pais de origem
(LAVEN; PETERS, 1996). Segundo Paisley, Mickelsen
e Anderson (1986) ela normalmente varia de 3 a 12 %.
Em alguns paises subdesenvolvidos a incidéncia pode
chegar a 30 % (ex.: Bangladesh) (PUTRO, 1988;
SAMAD; RAHMAN; ISLAM, 1989).

A RP ocorre com freqii€ncia em vacas leiteiras
levando a transtornos reprodutivos no periodo pds-parto.
Os efeitos da RP na fertilidade podem ser divididos em
efeitos diretos e indiretos. O principal efeito direto da RP
¢ o aumento no intervalo entre partos (BORSBERRY;
DOBSON, 1989; ERB et al., 1981). Os efeitos indiretos
da RP na fertilidade estdo associados com o
desenvolvimento de metrite (CURTIS et al., 1985).

A placenta retida é isquémica, hipoxica e carente
de nutrientes. No entanto, ela continua metabolicamente
ativa por varios dias. Na presenca de estresse metabdlico,
liberam-se mediadores bioquimicos que causam
imunossupressdo no utero (PGE2), aumento da
permeabilidade vascular (histamina e prostaglandinas),
aumento da atividade lisossomica (proteolise), danos
endometriais (liberagdo de histaminas por mastécitos) e
reducdo da quimiotaxia e migragdo de leucocitos. A
associac@o desses fatores pode levar a metrite e a
conseqiiente diminuigéo da fertilidade (EILER, 1997).

Segundo Holm, Salvatore e Zeek-Mining (1964),
a gestag@o prolongada pode levar a RP por ocasionar
mudangas proliferativas no epitélio caruncular que,
mecanicamente, impediriam a liberag@o da placenta. Da
mesma forma, por deficiéncia mecanica de liberag?o, a
placentite e a cotiledonite podem favorecer a RP. Metrite
aguda pos-parto (ex.: pelo Actinomyces pyogenes) pode
levar a inércia uterina, RP e placentite (LAVEN;
PETERS, 1996).

Apoptose

Apoptose ou morte celular programada é um tipo
de morte celular ativa que requer energia, sintese (KERR;
WYLLIE; CURRIE, 1972) e degradagdo protéicas.
Trata-se de um mecanismo fisiologico de controle celular
que regula o tamanho dos tecidos, exercendo um papel
oposto ao da mitose (VASCONCELOS, 1995).

A auséncia ou a exacerbag¢do do fendmeno de
apoptose podem resultar em conseqiiéncias desastrosas
para os tecidos (MILLER; MARX, 1998). Dessa forma,
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a inibi¢do da apoptose contribui para o desenvolvimento
de tumores, ja a induc@o excessiva pode acarretar
imunossupressdao (WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980) e
varias doengas neuro-degenerativas, tais como a Doenga
de Alzheimer (BARINAGA, 1998).

A microscopia dptica, as células apoptoticas sdo
retraidas (tipicamente circundadas por um halo claro) e
possuem citoplasma acidofilico. Os nicleos dessas células
sofrem uma série de altera¢des incluindo marginagéo da
cromatina, condensagdo e fragmentagdo, seguidas pela
fragmentagdo da célula em corpos apoptdticos
(WYLLIE, 1980). A morte celular por apoptose néo altera
as células circunjacentes, diferentemente da célula
necrdtica que induz inflamagdo. Assim, a célula em
apoptose se fragmenta silenciosamente, empacotando seus
constituintes e os oferece as células adjacentes que os
fagocitam e os reciclam (BORISENKO et al., 2003).

Apoptose na maturacio e liberaciao da placenta

Tanto a proliferagdo celular quanto a apoptose
desempenham papel importante na funcdo placentaria.
Ambos 0s processos sdo inversamente proporcionais ao
longo da gestagao (BOOS; JANSSEN; MULLING,
2003). Segundo Smith, Baker e Symonds (1997), a
apoptose atinge células de todos os tipos na placenta
humana. A sua ocorréncia aumenta consideravelmente
no terco final da gestagdo (BOOS; JANSSEN;
MULLING, 2003; SMITH; BAKER; SYMONDS, 1997).
Nesse caso, a apoptose parece estar relacionada com o
mecanismo de remodelacdo placentdria auxiliando na
manutencdo adequada das proporcdes teciduais (SMITH;
BAKER; SYMONDS, 1997).

Fisiologicamente, a apoptose possibilita a
eliminagéo de células desnecessarias a fim de se manter
a homeostase tecidual (WOHRL; HACKER, 1999). Nos
momentos que antecedem o parto a placenta precisa ja
estar hipocelularizada para que seja liberada normalmente
(BARRETO FILHO; MARQUES JUNIOR, 1993).
Vacas com reten¢@o placentaria apresentam um aumento
de células epiteliais maternas (SANTOS; MARQUES
JUNIOR, 1998). Estudos morfoldgicos demonstraram que
a maturagdo placentaria esta relacionada com a
diminui¢do da populagdo celular dos tecidos fetal e materna
no placentomo (BARRETO FILHO; MARQUES
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JUNIOR, 1993; MALARD et al., 1996; MARQUES
JUNIOR, 1988; SANTOS, 1995; SANTOS; MARQUES
J['JNIOR; BARRETO FILHO, 1997) e com a ocorréncia
de apoptose (MARTINS, E., 1999; MARTINS, V. M.
V., 1999; NUNES et al., 2000a, 2000b). A apoptose € um
evento fisiologico ativo que parece ser requerido tanto
para a maturagdo, quanto para a liberagdo normal da
placenta apds o parto (MARTINS, E., 1999; MARTINS
et al., 2004; MARTINS, V. M. V., 1999; NUNES et al.,
2001;). Martins, E. (1999) supds que as mudangas
hormonais envolvidas com o parto estimulariam a
apoptose nas células trofoectodermais e maternas, uma
vez que a apoptose € mais intensa no momento do parto.
Além disso, observou-se que o numero de células
apoptoticas em placentomos de vacas que pariram e
liberaram normalmente a placenta foi significativamente
maior do que nas que tiveram parto a termo com RT.
Contrariamente, Boos, Janssen e Miilling, (2003)
encontraram maior nimero de células apoptdticas em
placentomos de vacas que apresentaram RT.
Possivelmente, o achado de Boos, Janssen e Miilling
(2003) tenha sido diferente em decorréncia da técnica de
marcagdo utilizada na contagem de células e corpos
apoptdticos, uma vez que os autores utilizaram-se da
reacdo de TUNEL. A reagdo de TUNEL nao deve ser
utilizada na quantificacdo de apoptose, uma vez que da
muito falso negativo, principalmente em alguns tecidos,
tais como a placenta. Martins, E. (1999) e Martins, V.
M. V. (1999) utilizou a coloracdo de HE, baseando-se
nos aspectos morfoldgicos de apoptose, para a
quantificagdo. Além disso, a apoptose foi também
investigada via teste imunoenzimatico ELISA e
eletroforese de DNA em gel de agarose, corroborando a
avaliacdo microscopica.

Os macrofagos presentes na placenta retida
apresentam a mesma distribuicdo que na placenta normal,
porém sua atividade de fosfatase acida ¢ reduzida em
relagdo a placenta ndo retida. Esses macrofagos poderiam
estar desempenhando um papel de células de limpeza dos
corpos apoptdticos na placenta néo retida, dai estarem
mais ativos. Por outro lado, como a placenta retida
apresenta um niimero menor de células em apoptose, o
grau de atividade dos macrofagos seria menor
(MIYOSHI; SAWAMUKALI; IWAGA, 2002)
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Figura 1. Placenta bovina madura, a termo, com diminuigdo da celularidade. Observar muitas figuras de apoptose
caracterizadas morfologicamente pela retragdo celular, anoiquia (seta transparente), condensagio
citoplasmatica e nuclear, além de fragmentag@o nuclear (seta preta) e formagdo de corpos apoptoticos
(seta branca). Hematoxilina-Eosina, Barra = 10 pm.

i f | 3’ B [

Figura 2. Placentite necrotizante brucélica. Observar areas de necrose, com debris celulares (setas brancas) e
infiltrado inflamatério composto predominantemente por polimorfonucleares (setas negras). O tecido
placentario (* branco) ndo evidencia muitas figuras de apoptose. Hematoxilina-Eosina, Barra = 10 pm.
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Placentite necrotizante multifocal

Diminuisde da Apoptose P

Atraze ma maturagdo placentdria

Retengdo placentaria

Figura 3. Esquema do mecanismo proposto para explicar a retengo placentaria em bovinos brucélicos. A infecgéo
brucélica, além de provocar placentite necrotizante, interferiria na maturacdo placentaria, atrasando o
processo por inibir a apoptose responsavel pela diminuigéo da celularidade na proximidade do parto.

Na brucelose, apesar de se verificar placentite
necrotizante, ¢ comum a reteng@o placentaria que acaba
por promover metrite e infertilidade. O paradoxo aparente
¢ de como um 6rgéo em necrose ainda se mantém retido,
ja que o esperado — pela friabilidade caracteristica dos
tecidos em necrose — era que se desprendesse ainda mais
rapidamente. Quando a bactéria do género Brucella
infecta o macrofago, ela impede a fusdo do fagolisossomo
e inibe a secre¢do de TNF-a e a apoptose (MARIA-
PILAR et al., 2005). Gross et al. (2000) relataram que
monocitos humanos infectados por Brucella suis
apresentam superexpressdo do gene A/, um membro da
familia bcl-2 implicado na sobrevivéncia de células
hematopoiéticas. Evidenciaram ainda que a infecg¢éo pela
B. suis torna as células semelhantes a macrofagos
resistentes a apoptose induzida por Fas ligante e por IFN-
4, sugerindo que a infec¢@o pela Brucella protege a célula
de varios processos citoxicos que ocorrem na resposta
imune. Tanto as células infectadas, quanto as nao
infectadas sdo protegidas, indicando haver a participago
de mediadores soluveis liberados durante a infecgdo
(GROSS et al., 2000). Considerando o fato de que a B.
abortus infecta e se multiplica no reticulo endoplasmatico
rugoso do trofoblasto (RAMIREZ-ROMERO, 1998), ¢
possivel que esse microorganismo possa estar inibindo a

apoptose e, conseqiientemente, a maturagdo placentaria.
Indiretamente, poderia também haver a inibi¢do da
maturacdo placentaria através da liberacdo de mediadores
soluiveis pelos macrofagos infectados e presentes na
placenta.

Considerando a importdncia da apoptose no
processo de maturagdo e liberag@o placentaria normais,
postula-se que a infec¢do brucélica e a inflamacao dela
decorrente inibam a via apoptotica. Consequentemente
haveria retardo da maturag@o e liberagdo placentarias
normais com conseqiiente RP.

CONCLUSAO

A apoptose ¢ importante na reduc¢do da populagio
celular durante o processo de maturagdo e liberagéo
placentaria normais.

Propdem-se aqui que a infec¢do brucélica e a
inflamagdo dela decorrente inibam a ocorréncia de
apoptose, levando ao retardo da maturaco e da liberagao
placentarias com sua conseqiiente retengao.

Assim, a retencdo de placenta que se desenvolve
na brucelose bovina parece se associar a inibigdo direta
e/ou indireta da apoptose nas células placentarias.
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ABSTRACT: Brucellosis is an important disease in public health, causing significant decrease in productivity
of affected bovine flocks and also justifying sanitary barriers in the international market. Brucella bovis commonly
induces abortion, neonatal death, necrotizing placentitis and retention of placenta in cattle. Since necrotic tissues are
usually friable, one should not expect placenta with necrotizing placentitis to be retained. Apoptosis seems to play an
important role in placental maturation and release. There are some evidences that bacteria of the genus Brucella can
inhibit apoptosis when infecting some specific cells. Brucella abortus infect and multiply in trophoblastic cells. Placental
expulsion at the moment of the birth depends on the decrease in cellularity and on the occurrence of apoptosis in fetal
and maternal placental tissues. It is proposed here that Brucella abortus, directly or indirectly, can inhibit apoptosis of
placental cells e, consequently, delay the placental maturation. This fact could better explain the retained placenta
usually seen in cattle brucellosis.

UNITERMS: Apoptosis; Brucellosis; Retained placenta.
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