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RESUMO

A placenta é um o6rgdo fetal e materno, constituido por células de dois organismos
antigenicamente diferentes. As células do sistema imunologico materno e fetal estdo
presentes na placenta humana e o desenvolvimento fetal e placentario depende de uma
interacdo favoravel entre estas células. O interesse cientifico pelo estudo anatomo-
fisiologico da placenta € antigo e, mesmo apds varias pesquisas, ainda hoje ndo estdo
esclarecidos muitos conceitos, como por exemplo, 0s mecanismos responsaveis pela
tolerdncia materna aos aloantigenos fetais durante a gravidez e o exato mecanismo
envolvido no desencadeamento do trabalho de parto. Os trabalhos sobre a distribuicdo de
macrofagos e linfocitos na placenta humana apresentam resultados divergentes, por isso
decidimos verificar a distribuigdo de macréfagos e linfocitos no estroma das vilosidades
coribnicas em placentas da nossa regido.

Em nossa pesquisa, estudamos trinta e uma placentas de gestantes a termo, através
de método imunohistoquimico. Vinte placentas (64,5%) foram obtidas apos parto normal e
11 (35,5%) apds cesareas eletivas. Entre os resultados obtidos, verificamos que os
macrofagos, células marcadas pelo anticorpo anti-CD68, estdo presentes em 17% das
células do estroma das vilosidades placentarias. Observamos que a proporgdo de
macrofagos dentre as células das vilosidades variou de 4,51% a 63,03%. A identificagdo
dos linfécitos T e B foi realizada pelo uso dos anticorpo anti-CD43 e anti-CD20,
respectivamente. Verificamos os linfocitos T e B presentes no estroma das vilosidades na
propor¢do de 4,90% e 0,81%, respectivamente. As placentas ndo apresentaram grandes
variagdes quanto a proporgdo de linfocitos T e de linfocitos B nas vilosidades. Observamos
uma tendéncia a auséncia de células marcadas pelo anticorpo anti-CD20 (linfécitos B) nas
vilosidades. Concluimos, portanto, que os macréfagos sdo mais freqiientes do que os
linfocitos T e os linfocitos B e que, apesar do trabalho de parto ter sido associado ao
aumento da concentragdo intra-amnidtica das citocinas inflamatdrias, ndo esta associado as
modificagtes nas porcentagens de macrofagos e de linfocitos nas vilosidades das placentas

humanas a termo.



ABSTRACT

The placenta contains histoincompatible cells derived from mother and fetus.
Despite intense investigation, it is poorly understood why the fetus and the placenta
are not rejected by maternal immune system. The fetus can be considered a successful
allograft. Macrophages and Lymphocytes can be found in the decidua and in the
chorionic villous mesenchyme of placenta throughout pregnancy. Although there is
general agreement about the existence of immune system cells within the placental
chorionic villous mesenchyme, there are contradictory data regarding the relative
percentage of macrophages and lymphocytes among the placental cell population.

In this research, thirty one placentas were studied by immunohistological
technique. Twenty human term placentas (64,5%) were collected from normal vaginal
deliveries and eleven placentas (35,5%) were from elective cesarean sections. The
frequency and distribution of macrophages, T lymphocytes and B lymphocytes in
chorionic villous mesenchyme of human term placentas were quantified and analyzed.
Placenta cryostat sections were labeled using a panel of monoclonal antibodies specific
for CD68, CD43 and CD20; and using avidin-biotin complex peroxidase method. In our
results, the macrophages (CD68+), T lymphocytes (CD43+) and B lymphocytes
(CD20+) comprised 17%, 4,9% and 0,81% of the cell population in chorionic vilous
stroma, respectively. About the percentage of macrophages in chorionic vilous, the
placentas were different and the range of variation was from 4,51% to 63,03%. We
conclude that macrophages were more frequent than T lymphocytes and B lymphocytes.
The B lymphocytes were rare in chorionic vilous stroma. And we didn’t find change in

percentage of these cells in association with labor.



1. INTRODUCAO

A gravidez evolui a partir da fecundagdo, que ocorre geralmente na regido ampolar
da tuba uterina. Depois, o concepto desloca-se para o Utero através da regido istmica tubaria,
passa por mitoses sucessivas e torna-se a morula, um aglomerado compacto de células (ou
blastdmeros). Pelo acimulo gradual de liquido na regido central da moérula, os blastomeros
sdo afastados e passam a constituir uma camada periférica, o trofoblasto. Esta ¢ a fase em que
o produto conceptual passa a chamar-se de blastocisto, ocorrendo entre o quarto € o quinto
dias apos a fertilizagdo, época em que chega ao utero e permanece por dois dias antes de se
implantar. A implantagdo ¢ a invasio da mucosa uterina pela camada periférica de células do
blastocisto, o trofoblasto, que originara a porgdo fetal da placenta. A parte materna da
placenta se originard da mucosa uterina invadida pelos trofoblastos, o endométrio
decidualizado. A massa celular mais interna no blastocisto originard o embrido (Labarrere e
Faulk, 1992; Moore & Persaud, 1994; Buster & Carson, 1996).

O endométrio ¢ modificado durante a gravidez em resposta a estimulos hormonais e
passa a chamar-se de decidua, que provém do latim “deciduus™ e significa “que cai”, pois
parte da decidua acompanha a placenta durante o parto. Na decidua, as células epiteliais e do
tecido conjuntivo, aumentam de volume e tornam-se mais claras do que antes da
decidualizagio, devido ao acimulo de glicogénio e gorduras (Moore & Persaud, 1994; Buster
& Carson, 1996).

A decidua € dividida em trés regides, denominadas de acordo com a sua relagdo com
o sitio de implantagdo: a) decidua basal é a que esta em contato com as vilosidades
trofoblasticas; b) decidua capsular, que envolve o concepto, separando-o da luz uterina; e ¢)
decidua parietal é o restante da mucosa uterina (figura 1) (Nahoum & Barcellos, 1991;
Rezende & Montenegro, 1991). Entre as células deciduais, que sio de origem materna,

raramente s3o encontradas células fetais (Sufton, Mason e Redman, 1983).
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Figura 1 — Ilustragdo representando uma gravidez tépica inicial em um utero
seccionado transversalmente. Estdo sendo evidenciadas as trés formas de decidua
(basal, capsular e parietal) e a vascularizagdo decidual pelas artérias e veias uterinas.
Figura retirada do livro “Sonography in Obstetrics and Gynecology — principles &
practice” (Fleischer e cols., 1996).



O trofoblasto cresce formando interdigitagdes de células para dentro da decidua. Estas
interdigita¢Ges sdo denominadas de vilosidades trofoblasticas. Até o final da segunda semana
de desenvolvimento embrionario, as vilosidades sdo chamadas de primarias porque sdo
formadas exclusivamente por tecido trofoblastico. As vilosidades trofoblasticas invadem a
decidua materna, inclusive os vasos deciduais, e o0 sangue dos vasos deciduais extravasa
preenchendo os espagos intervilosos. As vilosidades, os espagos intervilosos e a decidua basal
estio representados nas figuras 2 e 3 (Rezende & Montenegro, 1991; Moore e Persaud, 1994;
Fleischer & Kepple, 1996; Spirt & Gordon, 1996).

Os tecidos trofoblasticos sdo epiteliais € podem ser classificados em dois tipos
diferentes: o citotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto. O sinciciotrofoblasto é uma camada
tecidual mais externa das vilosidades, por isso, € a que mais entra em contato com os tecidos
maternos. O sinciciotrofoblasto € constituido por células muito unidas, que apresentam
microvilos na borda superior. Ja o citotrofoblasto ¢ constituido por células cubicas, que
inicialmente estio muito unidas, mas que apés a 20" semana de gestagdo tornam-se mais
esparsas e numericamente bem reduzidas (Moore e Persaud, 1994; Rasheed e cols., 1992;
Mcmaster € cols., 1995).

Quando o mesénquima de origem fetal cresce dentro das vilosidades primarias
formando um eixo de tecido conjuntivo frouxo, as vilosidades sdo chamadas de secundarias.
Na etapa seguinte, no estroma das vilosidades coribnicas, surgem capilares sanguineos e as
vilosidades tornam-se terciarias. As vilosidades terciarias sdo encontradas quando o embrido
esta com cerca de 20 dias ap6s a fecundacio (Moore & Persaud, 1994).

Nas vilosidades trofoblasticas secundarias, macrofagos foram detectados antes de se
iniciar a angiogénese e, por isso, foi sugerido que os macréfagos fossem derivados das células
mesenquimais das vilosidades (Fox, 1967, Wood, 1980). Redline & Patterson (1993)
sugeriram que uma pequena propor¢éo, variando de 0,9% a 3,2% das células nas vilosidades
placentarias normais eram de origem materna, que atravessam a barreira trofoblastica em
diregdo aos tecidos fetais. Em casos de inflamagdo (vilites), a quantidade de células
mononucleares de origem materna nas vilosidades placentarias aumenta para cerca de 30 a

50% (Redline & Patterson, 1993).



As vilosidades trofoblasticas se ramificam de uma vilosidade tronco que originam as
vilosidades flutuantes e as de ancoragem. As vilosidades trofoblasticas flutuantes constituem
a grande maioria das vilosidades placentarias e, sdo assim chamadas, porque sdo banhadas
pelo sangue materno do espacos intervilosos. O intercdmbio de oxigénio e didxido de
Carbono e a captagdo de nutrientes como glicose e aminoacidos sdo realizadas pelas
vilosidades flutuantes (Sala & Matheus, 1984, Bosco e cols, 1997). No dltimo trimestre de
gravidez, as vilosidades flutuantes perdem a sua camada de sinciciotrofoblasto ¢ a de
citotrofoblasto torna-se descontinua, ficando a vilosidade constituida principalmente por
estroma, o que facilita ainda mais a passagem de nutrientes e oxigénio da mée para o feto
(Rasheed e cols. 1992; Mcmaster e cols. 1995; Bright & Ockleford, 1995; Oliveira e cols.
1996).

Citotrofoblasto

Yilosidade
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Sinuscide
tlaterno

Figura 2- Diagrama de uma gravidez no curso da 5" semana de idade gestacional. Estdo
representados o embrifo e os vasos sangliineos embrionarios que se comunicam com 0s vasos
das vilosidades. Estdo demonstrados também os sinuséides maternos, que ao serem invadidos
pelo citotrofoblasto, extravasam sangue para os espagos intervilosos. Figura baseada em

outras figuras do livro de Embriologia Clinica ( Moore e Persaud, 1994).



As vilosidades de ancoragem sdo as que atingem a decidua basal e nela prendem-se
firmemente por meio de seu revestimento citotrofoblastico. A camada de citotrofoblasto das
vilosidades de ancoragem projeta-se além do sinciciotrofoblasto, ficando em contato direto
com a decidua basal (Labarrere & Faulk, 1992). A representagdo grafica das vilosidades de
ancoragem podem ser encontradas nas figuras 3 e 4. Ocorrem duas ondas de migra¢des

citotrofoblasticas que partem do topo das vilosidades de ancoragem. A primeira onda de

Circulagao
veia Umbitical Fatal Artzrias Umbilicais

2

V4
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| ilogidade-
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Yitosidade de
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Dacidua Rasal ;
tdiomatrio Vasos viaternos

Figura 3- Diagrama de uma placenta, com a finalidade de mostrar a circulagdo fetal se
comunicando com os capilares das vilosidades flutuantes, estas sendo banhadas pelo sangue
materno nos espacos intervilosos e as vilosidades de ancoragem atingindo a decidua basal.

Figura retirada do livro Embriologia Clinica ( Moore e Persaud, 1994).



migrac¢do ocorre entre a 6° e 12°semana de idade gestacional e, a segunda, ocorre entre a 16 e
20" semana de idade gestacional. Estas ondas de migragdes citotrofoblasticas atingem os
vasos uterinos espiralados, substituem o endotélio e o tecido muscular arterial materno,
diminuindo assim resisténcia vascular e aumentando o suprimento sangiiineo no interior dos
espacos intervilosos. As conseqientes alteragdes vasculares decorrentes a estas invasdes
citotrofoblasticas sio de fundamental importdncia para o bom desenvolvimento fetal
(Vinatier, & Monnier, 1990; Labarrere & Faulk, 1991; Mabie, W.C., 1991, Cerri, Molnar &
Vezozzo, 1996).

Vilosidade
Flutuante

Espaco
Interviloso

.. Vilosidacle de
Ancoragem

e Dacicua Basal

ot ,\ X ¢ L 3 ra

Figura 4- Desenho ilustrativo de uma secgdo transversal de uma vilosidade de ancoragem

invadindo a decidua basal.



O feto e a placenta podem ser considerados aloenxertos no hospedeiro materno
devido a presenga de antigenos paternos. A placenta € um 6rgdo de existéncia biologica curta,
constituida por células de dois organismos genética e antigenicamente diferentes (a gestante ¢
o concepto). Apesar da antigenicidade das células fetais, o feto ndo é rejeitado pelo organismo
materno. Uma variedade de eventos hormonais e imunoldgicos que ocorrem durante a
gravidez parecem modular a resposta imunologica materna aos antigenos fetais. Dentre estes
eventos, podemos citar que a imunogenicidade dos tecidos fetais pode estar diminuida, pois o
sinciciotrofoblasto, o principal contituinte da interface materno-fetal, n3o expressa os
antigenos do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) da classe I (HLA-A, B e C)
nem de classe II (HLA-DR,DQ,DP) (Bulmer, Morrinson & Smith, 1988(b);, Labarrere &
Faulk, 1991). A reagio imunologica geralmente se inicia pela apresentagio dos antigenos
ligados as moléculas do CPH da classe I ou da classe II aos linfocitos T CD4+ ou CD8+,
respectivamente; sendo assim, na auséncia destas moléculas do CPH, a apresenta¢do dos
antigenos aos linfocitos fica prejudicada (Abbas, Lichtman & Pober, 1995). Entretanto, os
citotrofoblastos que invadem o ttero apresentam em sua superficie uma seqiiéncia molecular
86% idéntica as moléculas do CPH da classe I e que foi denominada de HLA-G. A expressdo
do HLA-G pelos trofoblastos também pode ser importante para a imunotolerdncia materna ja
que as células que apresentam HLA-G so resistentes a lise das células NK e dos grandes
linfocitos granulares, células muito encontradas na mucosa uterina no inicio da gravidez
(McMaster e cols, 1995, McMaster e cols, 1998). A expressdo do HLA-G também tem sido
demonstrada no endotélio dos vasos fetais e nos macrofagos fetais (Yang e cols, 1996;
Blaschitz e cols, 1997).

Outro aspecto importante para imunotolerdncia materna aos antigenos fetais ¢ a
concentragdo aumentada na corrente sangiiinea materna de substdncias imunossupressoras
como a Progesterona e a Alfa-fetoproteina. Assim também como a produgdo de citocinas
pelas células deciduais, tais como a Prostaglandina E2, o Fator Transformador do
Crescimento-f (TGF-beta), a interleucina-6 e a interleucina-10, as quais reduzem a resposta
imunocelular local, diminuindo a ativagdo macrofagica e a producdo de TNF (Fator de

Necrose Tecidual) (Landers e cols., 1992; Hunt e Robertson, 1996; Sanchez e cols., 1997,
Miller e Hunt, 1998).



A celularidade da placenta comegou a ser estudada ha cerca de um século. Em 1903,
Hofbauer publicou um trabalho de descrigio morfologica sobre os macrdfagos das vilosidades
coridnicas (Hofbauer apud Fox 1967). Devido a este trabalho, os macréfagos receberam o
epénimo de células de Hofbauer (Fox, 1967, Goldstein e cols, 1988). Este eponimo foi
contestado porque os macrofagos das vilosidades placentérias ja haviam sido descritos, em
1885 e em 1888, por Katschenko e Minot, respectivamente (Fox, 1967; Enders & King, 1970;
Wetzka e cols., 1997). A tipica célula de Hofbauer tem dimensdes de 10 a 40 micra, contém
citoplasma abundante, proje¢des citoplasmaticas, vactolos intracitoplasmaticos e nicleo
excéntrico (Oliveira e cols, 1987; Enders & King, 1970; Goldstein e cols, 1988; Nakamura &
Otha, 1990).

Em 1956, Rodway e Marsh, apud Fox (1967), realizaram um estudo morfologico em
placentas e encontraram as células de Hofbauer em apenas 20% das placentas. Em 1967, Fox
estudou 667 placentas a termo através do método de coloragdo hematoxilina e eosina e
detectou a célula de Hofbauer em 81,4% das placentas, sendo que na maioria dos casos (66%)
em apenas 1% das vilosidades.

Wood, em 1980, quantificou os macrofagos em uma suspensdo de células
placentarias humanas. Foram estudadas 71 placentas humanas e, em cada caso, este autor
lavou e fragmentou a placenta, realizou uma digestdo enzimatica e obteve uma suspenséo de
células. Das placentas, quarenta eram de gravidezes do primeiro trimestre, vinte e cinco eram
de gravidezes do segundo trimestre e seis eram de gravidezes do terceiro trimestre. Os
macrofagos foram identificados como as células que formavam rosetas com hemacias de
carneiro encobertas por anticorpo de coelho anti-carneiro. Este autor sugeriu que os
macrofagos eram aproximadamente 70% das células placentarias. Comparou este resultado
com um estudo morfologico destas células em suspensio, apés serem submetidas a coloragio
de Wright. Examinou morfologicamente no minimo 200 células para cada caso, e encontrou
um resultado semelhante ao obtido com as formagGes de rosetas. Wood (1980) também
sugeriu que esta porcentagem de macrofagos permanecia constante na placenta humana
durante toda a gravidez.

Wood (1980), em outra pesquisa, quantificou os macrofagos nos tecidos uterinos e

na placenta durante a gestagdo em camundongos. Utilizando soro de coetho anti-macréfagos



de camundongos, através do método de imunofluorescéncia indireta, observou que os
macrofagos sdo abundantes nos tecidos uterinos e sio raros nas placentas murinas.

Bulmer e Johnson (1984) estudaram 20 placentas, sendo a metade constituida por
placentas do 1° trimestre e a outra por placentas de gravidez a termo. Estes autores utilizaram
o método de imunohistiquimica indireta e a marcagéo pelo anticorpo monoclonal anti-CD14
para identificar macrofagos e encontraram que a quase totalidade das células do estroma das
vilosidades e a maioria das células deciduais, independente da idade gestacional, eram
macrofagos.

Bulmer e cols., em 1988a, utilizando o método de imunohistoquimica em 10
placentas de gravidezes humanas a termo, observaram que os macréfagos, identificados pelo
anti-CD14, foram as células predominantes na decidua basal e expressaram os antigenos do
Complexo Principal de Histocompoatibilidade de classe II. Bulmer e cols. (1988b)
observaram também que os linfocitos T foram pouco encontrados na decidua basal, sendo que
75% dos linfocitos foram marcados pelo anticorpo anti-CD4 e apenas 25% pelo anticorpo
anti-CD8; e os linfocitos B, identificadas como células marcadas pelo anticorpo anti-CD22,
foram praticamente ausentes.

Apdbs a introdugdo da imunohistoquimica, foi observado que a classica célula de
Hofbauer era apenas uma das formas do macrofago fetal (Bulmer e cols., 1988a; Faulk e
Labarrere, 1992).

Considerando a morfologia como um critério muito subjetivo para definir a presenca
de macrofagos em tecidos placentarios, a imunohistoquimica pode ser considerada um dos
grandes avangos cientificos porque passou a permitir a identificagdo de marcadores celulares
e de outras substancias em um tecido, a partir da visualizagdo da reagdo antigeno e anticorpo.
A importancia dos anticorpos monoclonais foi reconhecida mundialmente pelo prémio Nobel
em 1984, com mérito ao trabalho publicado, em 1975, pelos seguintes pesquisadores:
Georges Kohler e Cesar Milstein (Abbas e cols., 1995; Steward & Male, 1998).

Os estudos imunohistoquimicos iniciais na placenta revelaram que os macrofagos
eram as células mais frequentes, na decidua e nas vilosidades, independente da idade
gestacional (Bulmer & Johnson, 1984; Bulmer e cols., 1988a). Wood (1980), por isso,

considerou a placenta um 6rgao do Sistema Reticulo Endotelial e sugeriu como uma das



10

fungdes deste 6rgdo a defesa do concepto contra substancias lesivas e infecgBes provenientes
do organismo materno.

Nas vilosidades placentarias, os macrofagos identificados como células marcadas
pelo anticorpo anti-CD14, foram considerados as células predominantes nas placentas do
primeiro e do terceiro trimestres (Bulmer & Johnson, 1984; Bulmer e cols. 1988a). Goldstein
e cols. (1988) estudaram 10 placentas de primeiro trimestre € 10 placentas de terceiro
trimestre, também utilizando o anticorpo monoclonal anti-CD14 pelo método de
imunohistoquimica, e observaram que os macrofagos representaram 40% das células do
estroma das vilosidades e que a distribui¢do era a mesma nas diferentes idades gestacionais.

Nakamura e Ohta (1990) estudaram 15 placentas, utilizando o anticorpo monoclonal
anti-CD14 como marcador de macrofagos, e afirmaram haver diferengas no ntimero de
macrofagos dependendo da idade gestacional das vilosidades. Estes autores encontraram 0 a
4% de macroéfagos dentre as células das vilosidades de primeiro trimestre e 40 a 55% de
macréfagos dentre as células das vilosidades de terceiro trimestre.

Na decidua de primeiro trimestre de gravidez, entretanto, os estudos mostraram que
os grandes linfocitos granulares sdo as células predominantes (Fay & Grudzinskas, 1991,
King e cols., 1996, Mincheva-Nilsson e cols., 1997), seguidos numericamente pelos
macrofagos e linfocitos T (Hill e cols., 1995). Starkey e cols. (1988) descreveram que 75%
das células deciduais de gravidez humana inicial sdo leucocitos, dos quais 45% sdo grandes
linfocitos granulares, 19% sdo macrofagos e 8% séo linfocitos T.

Mincheva-Nilsson e cols, em 1997, encontraram que grandes linfocitos granulares
eram escassos € menos numerosos do que os macrofagos, durante o terceiro trimestre de
gravidez. Rasheed e cols., em 1992, encontraram que 96% das células deciduais no terceiro
trimestre eram leucocitos, dos quais a grande maioria eram macrofagos, identificados pelos
anticorpos anti-CD68 (36,7%) e anti-CD14 (16,6%). Os linfocitos T, que foram identificados
como as células marcadas pelo anticorpo monoclonal anti-CD3, foram considerados o
segundo tipo celular mais freqiiente na decidua do terceiro trimestre (Bulmer e Sunderland,
1984; Bulmer e cols., 1988a; Hunt e Robertson, 1996).

Os grandes linfécitos granulares, células predominantes na decidua do primeiro
trimestre, sdo caracterizados antigenicamente pela marca¢do positiva com anticorpos anti-

CD2 e anti-CD56 e pela marcago negativa aos anticorpos anti-CD3, anti-CD7, anti-CD4,
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anti-CD8 e anti-CD16. Os marcadores celulares CD2 e CD56, que estdo presentes no grandes
linfocitos granulares, sdo encontrados em linfocitos T e em células NK, respectivamente
(Male, e cols., 1991; Abbas e cols., 1995). Os grandes linfocitos granulares podem possuir
uma fungdo de células NK (“Natural Killer”) ( Fay & Grudzinskas, 1991), mas diferem das
classicas células NK porque ndo sio marcados pelos anticorpos anti-CD16 e anti-CD57
( King e cols., 1996; Mincheva-Nilsson e cols., 1997).

Os linfocitos T estdo presentes na placenta humana e representam cerca de 1 a 3%
das células deciduais (Lessin e cols., 1988; Mues e cols, 1989) e 2 a 5% das células do
estroma das vilosidades placentérias (Nakamura e Olta, 1990) . A maioria dos linfocitos T sz'io.
marcados pelo anticorpo anti-CD8, ou seja, sdo linfocitos citotéxico-supressores (Bulmer,
1988; Mues e cols.,1989). Greco e cols. (1992) utilizaram o anticorpo anti-CD45Ro para
identificar linfocitos T no estroma das vilosidades placentarias e nfo observaram positividade
nas células, mesmo quando havia vilite, situagdio em que se esperava que estas células
estivessem presentes em grande quantidade. Redline e Patterson (1993) repetiram a pesquisa
em vilosidades normais e com vilite porém utilizando o anticorpo anti-CD3. Estes
pesquisadores encontraram que 0,4 a 3,2% das células do estroma das vilosidades normais
estavam marcadas pelo anticorpo anti-CD3 e quando havia vilite a proporgdo mudava para 30
a 54% das células.

Os linfocitos B sdo raramente encontrados na decidua e no estroma das vilosidades
placentarias de gravidezes humanas. Os anticorpos anti-CD20 e anti-CD22 foram utilizados
para identificar os linfécitos B em placentas humanas e estas células estavam presentes em
apenas 0 a 2% das células placentarias (Mues e cols, 1989; Nakamura e Olta, 1990, Dietl ¢
cols,1992; Greco e cols, 1992; Bondarenko e cols., 1998).

Pesquisadores investigaram a interface materno-fetal em camundongos e
demonstraram que os macrofagos (Van Oostveen e cols., 1992, Brandon, 1995) e os
linfocitos T e B foram raramente encontrados (Van Oostveen e cols., 1992; Hunt e cols.,
1997). Na decidua basal de gravidezes murinas, os macrofagos apareceram apenas ao final da
gestacdo, quando da degeneragdo placentaria, o que sugeriu que estas células ndo eram
importantes para o ambiente imunolégico da gravidez inicial (Brandon, 1995). Moskalewski e
cols. (1974) encontraram macrofagos numa suspensio de células placentarias de

camundongos na proporgdo de 3 a 10% das células. Pesquisadores relataram que as células
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deciduais de gravidezes em roedores liberaram substincias, tais como a progesterona, que
inibiam a atividade dos macréfagos e dos linfocitos (Redline e cols., 1990; McKay e cols.,
1992; Szekeres-Bartho e cols., 1997).

Além da identificagio do tipo de celularidade presente na placenta , os pesquisadores
tém investigado a fungdo destas células em relagdo aos eventos clinicos durante a gravidez.
Um dos aspectos analisados foi a tolerincia imunologica materna aos aloantigenos do
concepto. O concepto contém antigenos herdados do seu pai, que sdo estranhos ao organismo
materno e, mesmo assim, a gestante ndo apresenta reagdo de rejeigdo (Lewis e cols; 1986,
Yagel e cols; 1990; Van Oostveen e cols, 1992). E aceito que os antigenos a serem rejeitados
sdo processados por macrofagos, linfocitos T, linfocitos B e células endoteliais antes de serem
apresentados aos linfocitos. Os linfocitos T quando ativados por estes antigenos processados
liberam citocinas inflamatérias. Porém, os principais constituintes da interface materno-fetal,
o citotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto, ndo contém antigenos do Complexo Principal de
Histocompatibilidade, o que deve contribuir para que as células maternas ndo os reconhegam
como aloantigenos (Faulk & Mclntery, 1983).

Hill (1995) procurou demonstrar a expressdo dos antigenos do Complexo Principal
de Histocompatibilidade de classe I e de classe II pelas células trofoblasticas como causa de
abortamento espontineo, porém esta hipotese ndo foi confirmada. Nao foi observada também
diferenga nas freqiiéncias percentuais das células do sistema imunologico nas deciduas de
gravidezes normais e de abortamentos espontaneos (Vassiliadou & Bulmer 1998); porém, foi
detectada uma maior ativagdo dos linfocitos T (Maruyama e cols., 1992) e dos macrofagos
(Hill e cols., 1995), caracterizada pela marcagio positiva destas células com o anticorpo anti-
HLA-DR (Labarrere e Faulk, 1992).

Lachapelle e cols. (1996) estudaram 35 amostras endometriais, sendo que 20
pertenciam a pacientes com abortamento de repetigdo e 15 pertenciam a pacientes férteis
normais. Estes autores observaram que, nos casos de abortamento de repeticdo, ha um
aumento da quantidade de grandes linfocitos granulares, células marcadas pelo anticorpo anti-
CD16, e de linfocitos B, identificados como células marcadas pelo anti-CD20, e também ha
um aumento na propor¢do de linfocitos T CD4+ em relagdo aos CD8+. Ficou caracterizado
por estes autores também que os linfocitos granulares que predominam no endométrio de

mulheres férteis e na decidua de gravidez inicial normal sio anti-CD56+ e anti-CD16-. Os
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grandes linfocitos granulares, CD16+, s3o citotoxicos para o trofoblasto e sdo mais
encontrados normalmente no sangue periférico.

Greco e cols., em 1997, relataram que nos casos de vilites, os macrofagos aumentam
em quantidade nas vilosidades trofoblasticas acometidas e que os linfocitos T, normalmente
escassos, também tornam-se mais presentes, mais as custas dos linfocitos T auxiliares
(CD4+). E, os linfocitos B, pesquisados pela marcagéo positiva com o anti-CD19, nédo foram
encontrados. As vilites de origem inespecifica sdo areas de necrose fibrinéide associadas a
infiltrado de células mononucleares no estroma das vilosidades coridnicas sem que tenha sido
detectada qualquer infecgdio. Cerca de 1,7% das vilosidades corionicas de placentas normais
contém evidéncias de vilite. Quando as vilites inespecificas atingem mais de 50% das
vilosidades coridnicas, estas lesdes estdo associadas ao Retardo de Crescimento fetal Intra-
Utero (RCIU), a pré-eclampsia e a perdas gravidicas repetidas (Labarrere, McIntyre & Faulk,
1990).

Os macréfagos deciduais e as células estromais da decidua, na presenca de Fator alfa
de Necrose Tumoral (TNF-ot) produzem trinta vezes mais prostaglandinas, o que sugere que a
estimulagdo com TNF-ot seja um possivel mecanismo desencadeante do trabalho de parto
(Norwitz e cols., 1992; Romero e cols.,1990 e Gravett e cols., 1994). Shimonovitz e cols., em
1995, encontraram que o Fator alfa de Necrose Tumoral (TNF-a) e a Interleucina-1 sdo
citocinas secretadas principalmente pelos macrofagos e estimulam a produgdo de
prostaglandinas que sfo associadas ao aumento da contratilidade uterina (Norman e Reddi, em
1990).

Entdo, algumas teorias do desencadeamento do trabalho de parto se baseiam na
produgdo de citocinas inflamatorias e de prostaglandinas pelas células do sistema imunolégico
da placenta. Por isso, em nosso estudo, resolvemos analisar se o trabalho de parto esta
associado a modificagdes na distribuigdo destas células do sistema imunolégico dentro das
vilosidades coridnicas de placentas humanas a termo. Na literatura, nfo encontramos estudos
que comparassem a distribuicdo de células do sistema imunologico em vilosidades
placentarias de pacientes que desencadearam o trabalho de parto com as de pacientes que ndo
entraram em trabalho de parto. O fato de ser uma investigagdo inédita nos estimulou ainda

mais a execugdo desta pesquisa.
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Escolhemos os tecidos fetais placentarios para o nosso estudo porque existem
evidéncias de que os sinais que desencadeam o parto sdo provenientes do feto. Por exemplo, o
aumento da expressdo dos receptores de interleucina-8, citocina produzida principalmente
pelos macrofagos vilosos da placenta, foi considerada importante para a instalagdo da
atividade contratil uterina (Kliman & Meaddough, 1995; Maradny e cols., em 1996). O fator
ativador das plaquetas (PAF) foi mencionado como um outro possivel gatilho para o
desencadeamento do trabalho de parto, pois a sua concentragio estava duas vezes aumentada
no liqguido amnidtico e nas membranas fetais durante o trabalho de parto. O PAF ¢ secretado
pelos rins e pelos pulmdes do feto quando maduro. O PAF também ¢ produzido pelos
macrofagos, neutrofilos e plaquetas das membranas placentarias (Coulan 1992).

Como ndo encontramos na literatura mundial nenhuma pesquisa que comparasse
placentas obtidas de parto nomal e placentas obtidas de ceséreas eletivas quanto a propor¢do
de macrofagos e linfocitos em suas vilosidades, levantamos uma hipotese de estas células
pudessem estar em maior quantidade em tecidos placentarios de pacientes que desencadearam
o trabalho de parto.

Porque os dados sobre a distribuicdo de células do sistema imunologico nas
vilosidades de placentas humanas s3o escassos na literatura cientifica mundial e porque ndo

encontramos nenhum trabalho realizado em nosso pais sobre este assunto, decidimos entrar

nesta linha de pesquisa.
2. OBJETIVOS

2.1 GERAL: Verificar a distribuigdo de macrdfagos e linfocitos em vilosidades placentarias

humanas a termo e saudaveis.
2.2 ESPECIFICOS :

2.2.1 -Verificar, em vilosidades placentarias humanas de gestagdo a termo, a distribui¢do das
células marcadas pelos seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD68 (macroéfagos), anti-

CD43 (linfocitos T) e anti-CD20 (linfocitos B).
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2.2.2 — Verificar se existe uma homogeneidade entre as placentas quanto as proporgdes de

células marcadas pelos anticorpos anti-CD68, anti-CD43 e anti-CD?20.

2.2.3 - Analisar comparativamente a distribui¢do destas células em vilosidades coridnicas de

placentas obtidas apds partos normais e apos cesareas eletivas.
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3. METODOLOGIA
3.1 AMOSTRA

A amostra foi constituida de 31 placentas obtidas de pacientes sem evidéncias de
intercorréncias clinico-obstétricas. As pacientes estavam com gestagdo a termo (37 a 42
semanas de gestagdo) e foram atendidas no Centro Obstétrico da Maternidade Escola Assis
Chateaubriand (MEAC) da Universidade Federal do Ceara e na maternidade do Hospital da
Policia Militar do Ceara no periodo de julho/98 a fevereiro/99.

As placentas foram divididas em dois grupos:

Grupol- parto normal. Este grupo foi constituido por 20 placentas (64,51% da
amostra), obtidas de parturientes que evoluiram satisfatoriamente para o parto normal, ou
seja, tiveram o periodo de dilatacdo do colo numa velocidade de 1cm por hora e o periodo
expulsivo e o delivramento duraram menos de 30 minutos cada.

Grupo 2- parto cesariano. Este grupo foi constituido por 11 placentas (35,49 % da
amostra) obtidas de pacientes que ndo haviam desencadeado o trabalho de parto e foram
submetidas a cesareas eletivas devido as seguintes indicagdes: apresentagio pélvica (2 casos),
cesarea anterior (4 casos), desproporgio céfalo-pélvica (5 casos).

Os critérios descritos anteriormente para a aceitagdo do caso em cada um dos grupos
deste estudo sdo conceitos estabelecidos em Obstetricia (Friedman, 1971, O’Brein & Cefalo,
1996, Maesta e cols., 1999).

Foram excluidos os casos com intercorréncias clinico-obstétricas, tais como:
amniorrexe prematura, sinais de infec¢do intra-parto, Doenga Hipertensiva Especifica da
Gravidez (DHEG) e diagnostico prévio de qualquer patologia. Foram excluidos também os
casos em que os recém-nascidos foram de baixo peso, ou seja, peso abaixo do percentil 10
para idade gestacional (Usher, R & McLean, F, 1969; Bernstein, I & Gabbe, S.G., 1996);
como também foram excluidos os casos em que os recém-nascidos que pesaram acima de
4000 gramas, porque este peso ja caracteriza a macrossomia fetal (Spellacy, W.N. et al, 1985;

Varner, M.V, 1991; Landon, M.B. 1996).



17

3.2 PREPARACAO DAS PLACENTAS

As placentas selecionadas no apresentavam quaisquer alteragdes morfologicas e, logo
apos o delivramento, eram submetidas a uma dissec¢do com tesoura de um cotilédone central
a fim de se obter um fragmento de lem’ de vilosidades coridnicas. Para identificar as
vilosidades coridnicas era necessaria uma lavagem exaustiva do fragmento em agua corrente
a fim de retirar coagulos e restos de decidua. O fragmento era entdo acondicionado em papel
laminado e congelado & —70°C até a sua utilizagdo no ensaio. Cortes histologicos de 5 micra
foram realizados no criostato IEC (International Equipment Company/ Minotome plus), a
uma temperatura de —25° C e preparadas 10 a 12 laminas de cada caso. Pelo menos uma
lamina representativa do material foi corada com hematoxilina e eosina para ser verificada a
qualidade da amostra e afastar alterages histologicas como hidropsia, vilites, necrose e
outras. Em seguida, as 1dminas eram acondicionas em recipiente fechado a temperatura de
-20°C durante um periodo que variou de 1 a 10 dias, quando entdo eram submetidas a fixacio

e coloragdo pela técnica de imunoperoxidase .

3.3 REAGENTES

3.3.1 SOLUCAO FIXADORA

Foi preparada volume a volume com acetona ( Synth, Diadema- SP) e metanol

(Reagen, Rio de Janeiro - RJ).

3.3.2 SOLUCAO TAMPAQ: TBS (Tris Buffered Salina)

Inicialmente, foram dissolvidos 60,57 gramas de tris (Reagen, Rio de Janeiro-RJ) em
500 ml de agua destilada. Depois foram dissolvidos 32,33ml de acido cloridrico( Merck, Sdo
Paulo-SP) em 344 ml de agua destilada. As duas solugdes foram misturadas e, em seguida, foi
ajustado o pH a 7,6 e completado a solugdo com agua destilada para um total de 1000 ml
(solugdo-mae). Para cada 500ml desta solugdo-mie, foi acrescentado 40g de cloreto de sodio
(Vetec, Rio de Janeiro- RJ) e completado o volume com agua destilada até 5000 ml (solu¢io
de trabalho).
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3.3.3 SOLUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO
O peroxido de hidrogénio foi diluido ( Reagen, Rio de Janeiro - RJ) em

metanol (Reagen, Rio de Janeiro- RJ) na concentragio de 4%.

3.3.4 SOLUCAO TBS/BSA
A albumina bovina (Sigma, Steinheim - Alemanha) foi diluida em TBS na

concentragdo de 5%.

3.3.5 SOLUCAO DE SORO NORMAL DE COELHO

O soro normal de coelho foi diluido em solugdo de BSA na concentragio de

1:5.

3.3.6 ANTICORPOS MONOCLONAIS :
1. anti-CD68 ~ Como marcador de macrofagos, utilizamos o soro de camundongo

anti-humano, clone KP1, fabricado pela DAKOQO, codigo n° MO814, Dinamarca, diluido a 1:50
em solugdo de BSA (Pulford e cols, 1989; Ramprasad e cols, 1995; Greco e cols.,1992).

2. anti-CD20 - Como marcador de linfocitos B, utilizamos o soro de camundongo
anti-humano, clone L26, fabricado pela Dako, codigo n°® MO755, Dinamarca, diluido a 1:50
em solugdo de BSA ( Greco e cols, 1992; Emmrich e cols, 1998).

3. anti-CD43 (marca linfocitos T) - Como marcador de linfocitos T, utilizamos o
soro de camundongo anti-humano, clone DF-T1, fabricado pela DAKO, cédigo MO786,
Dinamarca, diluido a 1:50 em solugdo de BSA, ( Borch e cols, 1987, Stross e cols, 1989;
Cobbold e cols, 1986, Kruse e cols, 1998; Stockton e cols, 1998; Thurman e cols, 1998) .

4. anticorpo de coelho anti-imunoglobulina de camundongo biotinilado- fabricado
pela DAKO, codigo n® EO354. Utilizado como anticorpo secundario da reagdo, diluido a
1:200 em solugdo de BSA.

3.3.7 COMPLEXO AVIDINA-BIOTINA (ABC)
A avidina foi diluida a 1:100 em solugdo de BSA e a biotina diluida do mesmo modo. Foi

calculado o volume para uso no dia, considerando 200 microlitros para cada corte histolégico.
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3.3.8 DIAMINOBENZIDINA-
O comprimido de 10mg de diaminobenzidina foi dissolvido em 10 microlitros de

peroxido de hidrogénio e, a seguir, diluido em 10 ml de TBS.

3.3.9 HEMATOXILINA DE HARRIS

Foram dissolvidos 7g de cristais de hematoxilina em 50 ml de alcool absoluto.
Foram dissolvidos 100 gramas de am6nia em 1000 ml de 4agua destilada, e aquecidos a 80°C.
As duas solugdes foram misturadas e aquecidas até a ebuli¢do, que ndo excedeu 1 minuto. A
seguir, 2,5g do éxido amarelo de mercurio foram adicionados lentamente. Depois, a solug@o
foi agitada e aquecida até adquirir a cor parpura. A seguir, a solugdo, foi resfriada em agua
fria. Finalmente, foram adicionados 5 ml de acido acético glacial para cada 200 ml da

solu¢do.

3.4 TECNICA DE IMUNOPEROXIDASE

As ladminas foram inicialmente descongeladas em temperatura ambiente por um
periodo de 10 minutos e entfo imersas na solucgio fixadora durante 2 minutos. Apos a fixagdo,
as laminas foram lavadas com solugdo de TBS durante 5 minutos e, a seguir, foram lavadas
duas vezes em solugdo de peroxido de hidrogénio por 10 minutos cada lavagem. Depois disso,
foram lavadas em solugdo de TBS durante 5 minutos e em seguida incubadas em solugio de
soro normal de coelho por 20 minutos. Passado este tempo, as laminas foram recobertas com
200 microlitros do anticorpo primario camundongo anti-humano (anti-CD68 ou anti-CD43 ou
anti CD20) e incubadas em cdmara imida a 4° C durante 16 a 18 horas. Foram preparadas, no
minimo, trés laminas de cada caso e cada uma das laminas foi corada com um dos anticorpos
monoclonais primarios. No outro dia, as ldminas eram lavadas duas vezes na solu¢do de TBS,
cada lavagem com a duragdo de 5 minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas com o
anticorpo de coelho anti-camundongo biotinilado em cimara imida, por 30 minutos. A seguir,
as laminas foram banhadas durante 5 minutos em solugdo de TBS e, depois, incubadas com
o complexo avidina-biotina-peroxidase em cdmara umida durante 30 minutos. Apos este
tempo, as laminas eram lavadas em solugdo de TBS e depois incubadas com a substincia

reveladora diaminobenzidina (DAB) em cdmara imida durante 7 minutos. Na etapa seguinte,
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as laminas eram lavadas em 4gua corrente durante 5 minutos, depois submetidas a uma
contracoloragdo com a hematoxilina de Harris por 1 minuto. A seguir, desidratadas com uma
bateria de concentragdes crescentes de alcool e xilol e montadas com laminulas em balsamo

do canada para a leitura ao microscopio dptico.

CONTROLES POSITIVO E NEGATIVO

Como controle positivo da rea¢do, foram utilizados linfonodos. Para cada bateria de
laminas de placenta coradas para um certo anticorpo monoclonal, foi incluida uma lamina do
linfonodo como controle positivo, pois todas as células pesquisadas poderiam ser encontradas
neste tecido.

Como controle negativo da reagdo, utilizamos cortes histologicos de placenta, nos

quais ndo foram utilizados os anticorpos monoclonais primarios.

3.5 LEITURA DAS LAMINAS

Para cada caso, foram coradas trés laminas, sendo uma lamina para cada anticorpo
monoclonal primario (anti-CD68, anti-CD43 e anti-CD20). Foram observados, em média, 24
vilosidades corinicas terminais em cada ldmina para determinagdo do percentual de células
marcadas com cada anticorpo monoclonal. As células foram consideradas marcadas pelo
anticorpo monoclonal quando a superficie delas estava completamente contornada pelo
cromogeno.

A contagem das células foi realizada ao microscopio optico com o aumento de 40x e
100x. Foram contadas todas as células do estroma das vilosidades placentarias e
discriminadas a quantidade de células marcadas por um dos anticorpos monoclonais

primarios.
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3.6 ANALISE <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>