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RESUMO

Introdugdo. A pré-eclampsia ¢ uma sindrome especifica da gestacdo humana, caracterizada
por hipertensdo arterial e proteintria apés a 20°. semana de gestagdo. E aceito que esta
patologia tem origem na placenta. O fator de crescimento placentario (PIGF) tem
importante papel no desenvolvimento vascular durante a invasdo trofoblastica e, citocinas
de perfil Th2 podem estar envolvidas na manuten¢do da gestacdo durante a interagdo
materno-fetal. Objetivos: O presente trabalho avaliou a concentragdo de citocinas e de
fatores pro e anti-angiogénicos em homogenato de placenta, obtido de gestantes normais e
com pré-eclampsia, correlacionando esses pardmetros com a gravidade da doenca e com a
idade gestacional. Métodos: Foram estudadas 70 gestantes, sendo 30 normotensas ¢ 40
portadoras de pré-eclampsia. As gestantes com pré-eclampsia foram classificadas de
acordo com o aparecimento das manifestagdes clinicas em pré-eclampsia precoce (< 34
semanas de gestacdo, n=13) e pré-eclampsia tardia (> 34 semanas de gesta¢do, n=27). Um
fragmento de placenta foi obtido imediatamente apds o parto, homogeneizado em solugao
salina tamponada com fosfatos e submetido a centrifugacdo. O sobrenadante obtido foi
empregado para determinag@o de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator estimulador
de colonias de granuldcitos e macrdfagos (GM-CSF), interleucina-10 (IL-10), fator de
crescimento e transformag@o beta (TGF-B,), fator de crescimento placentario (PIGF) e
Endostatina por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Outro fragmento placentério foi obtido
para analise histopatoldgica. As diferengas entre os grupos de gestantes normais e com pré-
eclampsia foram avaliadas por teste 7 de Student, com nivel de significancia de 5%.
Resultados: Os niveis de TNF-a, Endostatina ¢ GM-CSF detectados na placenta de
gestantes com pré-eclampsia foram significativamente maiores em relacdo as gestantes
normais. Por outro lado, as concentragdes de IL-10, TGF-B; e PIGF foram
significativamente menores nas pacientes com pré-eclampsia. As razdes TNF/IL-10 e
Endostatin/PIGF foram significativamente maiores nas gestantes portadoras de pré-
eclampsia, mostrando associa¢do com a gravidade da doenca. Os niveis de TNF-o e
Endostatina foram elevados, enquanto os de IL-10 foram baixos em placenta de gestantes
com pré-eclampsia precoce. As concentragdes de GM-CSF, TGF-B; and PIGF foram
semelhantes nos grupos de gestantes com pré-eclampsia precoce e tardia. Nas pacientes
com pré-eclampsia precoce as lesdes histopatologicas foram mais graves e freqiientes,

caracterizadas pela presenca de vilos hipermaduros, com aumento de nds sinciciais e



necrose fibrindide vilosa. Nesse grupo, 84,6% das pacientes apresentaram pré-eclampsia
grave. Conclusoes: Os resultados mostram que altas concentragdes de TNF-o e
Endostatina e baixos niveis de IL-10 caracterizam a pré-eclampsia precoce. Na pré-
eclampsia, a deteccdo de um desequilibrio entre fatores pro-angiogénicos (PIGF) e anti-
angiogénicos (Endostatina), bem como altos niveis de TNF-o e baixa concentra¢do de IL-
10 em homogenato de placenta, podem estar associados com comprometimento placentario

e com a gravidade da doenca.



ABSTRACT

Introduction: Preeclampsia is a human pregnancy-specific syndrome characterized by the
onset of hypertension and proteinuria after the 20" gestational week. It is widely accepted
that this disorder is placental in origin. Placental growth factor (PIGF) plays an important
role in the vascular development during trophoblast invasion and cytokines with Th2
profile may be involved in gestation maintenance and promoting a balance in maternal—
fetal interaction. Objective: This study investigated the concentration of cytokines,
angiogenic and anti-angiogenic factors in placental homogenate obtained from
normotensive and preeclamptic pregnant women, and correlated these parameters with
disease severity and gestational age. Methods: The subjects were 70 pregnant women of
whom 30 were normotensive pregnant, and 40 were pregnant women with preeclampsia.
The preeclamptic pregnant women were classified according to the onset of clinical
manifestations in early-onset (< 34 weeks of gestation, n=13) and late-onset (> 34 weeks of
gestation, n=27) preeclampsia. A tissue fragment of the placenta was obtained immediately
after delivery, homogenized with phosphate-buffered saline solution and centrifuged.
Separated supernatant was employed for determination of tumor necrosis factor alpha
(TNF-0), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) Interleukin-10
(IL-10), transforming growth factor beta (TGF-P,), placental growth factor (PIGF), and
Endostatin, by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Another placental tissue
segment was prepared for histopathological analysis. Differences between groups were
evaluated by Student 7 unpaired test with significance set at p < 0.05. Results: The levels of
TNF-a, Endostatin and GM-CSF detected in placenta of preeclamptic women were
significantly increased when compared with the normotensive pregnant women. On the
other hand, the concentration of IL-10, TGF-; and PIGF have shown different pattern as
their levels were significantly lower in patients with preeclampsia. The ratio TNF/IL-10
and endostatin/PIGF were significantly higher in preclamptic patients showing association
with disease severity. TNF-o0 and Endostatin levels were higher while IL-10 were lower
in placenta of preeclamptic women with early-onset preeclampsia. The concentration of
GM-CSF, TGF-B, and PIGF were similar in both groups of early and late-onset
preeclampsia. The histopathology of lesions analysis showed more frequent and severe

alterations characterized by small and hypermature villi with increased syncytial knots,



fibrinoid necrosis in placenta of preeclamptic women with gestation age bellow 34 weeks.
In this group 84,6% of the patients were classified as severe preeclampsia. Conclusions:
The results demonstrated that high concentrations of TNF-o and Endostatin and low levels
of IL-10 in placenta characterize the severity in patients with early-onset preeclampsia. An
imbalance between angiogenic (PIGF) and anti-angiogenic (Endostatin) factors as well as
higher levels of TNF-o, and low concentration of IL-10, may be associated with

inadequate placental development in preeclampsia and with disease severity.



1. Introducio

Na gestacdo normal, durante o processo inicial do desenvolvimento da placenta e
do embrido, o sistema imune materno entra em contato com antigenos fetais e, através de
diferentes mecanismos de imunomodulacdo, desencadeia a tolerdncia imunoldgica na
interface materno-fetal. Portanto, a placenta ¢ considerada um local de tolerancia, uma vez
que as células imunes, presentes na decidua uterina, atuam como barreira fisica e
imunoldgica, permitindo o desenvolvimento do feto e o sucesso da gestagdo (Kelemen et
al., 1998; Peracoli et al., 2003).

A tolerancia imunologica ao semi-enxerto fetal ¢ um mecanismo ativo, no qual os
tecidos fetais ndo sdo reconhecidos como estranhos e/ou ndo sdo rejeitados pelas células
do sistema imune materno (Thellin et al., 2000; Rein et al., 2003). Durante a invasdo das
arteriolas espiraladas por células trofoblésticas a resposta imune materna ¢ modificada por
antigenos fetais, por células imunes como mondcitos, macréfagos e linfocitos, e por
hormoénios presentes no trofoblasto (Huddleston & Schust, 2004). O resultado é uma
resposta complexa, sendo o equilibrio entre essas interagdes mediado por citocinas e
fatores de crescimento secretados na interface materno-fetal (Peragoli et al., 2003).

Quando ocorre alteragdo ou desequilibrio da resposta imunoldgica materna a
tolerdncia imunoldgica ndo se estabelece, determinando o aparecimento de patologias
obstétricas, entre as quais a pré-eclampsia (Peragoli et al., 2003; Orsi & Tribe, 2008).
Assim, componentes das respostas imunes, inata e adaptativa, tém papel importante na
adaptag¢do imune materna a gestagao.

A pré-eclampsia ¢ uma sindrome que incide entre 5% e 7% das gestagdes, sendo
uma das principais causas de morbidade e mortalidade, tanto materna como fetal (Walker,
2000; Sibai et al., 2005; Saito et al., 2007; Unal et al., 2007). E uma doenca sistémica,
caracterizada por multiplas alteragdes no organismo materno e clinicamente identificada
por hipertensdo arterial e proteintria, que se manifestam apds a 20" semana de gestacdo
(Rein et al., 2003; Paternoster et al., 2004). A pré-eclampsia € classificada em leve e grave,
de acordo com sinais e sintomas apresentados (ACOG, 2002) e, recentemente em pré-
eclampsia precoce ou tardia, na dependéncia do aparecimento das manifestagdes clinicas

antes da 34 ou a partir da 34*. semana de gestacdo, respectivamente (von Dadelszen et al.,

2003; Huppertz, 2008).



A idade gestacional ndo faz parte de qualquer dos critérios de classificagdo da pré-
eclampsia. Porém, ela é a varidvel clinica mais importante na predi¢do do resultado
materno e perinatal (von Dadelszen et al., 2003). Ao mesmo tempo ¢ importante considerar
que, as manifestagdes clinicas e as complica¢des da pré-eclampsia ocorrem na gestagdo,
durante o trabalho de parto e no puerpério.

Segundo Huppertz (2008), a pré-eclampsia de inicio precoce ou tardio sdo
consideradas duas entidades que diferem quanto as suas etiologias e quanto as formas de
manifestacdo da doenga. Quando seu aparecimento € precoce, apresenta-se na forma grave,
estd geralmente associada com resultado anormal do Doppler da artéria uterina, fetos com
restri¢do de crescimento intra-uterino, resultados maternos e neonatais ruins (Murphy &
Stirrat, 2000; Ness & Sibai, 2006) bem como maior taxa de recorréncia (Redman &
Sargent, 2005). Por outro lado, a pré-eclampsia de inicio tardio esta frequentemente
associada com indice de resisténcia uterina normal ou discretamente aumentado, baixa taxa
de comprometimento fetal e resultados perinatais mais favoraveis (Sibai et al., 2005; Ness
& Sibai, 20006).

Segundo Moldenhauer et al. (2003), a pré-eclampsia de inicio precoce esta
associada com lesdes isquémicas placentarias, o que ndo se verifica na pré-eclampsia de
inicio tardio. Assim, a pré-eclampsia precoce decorre de anomalia da remodelacio vascular
placentaria, sem alteragdes primdrias do sistema vascular materno e corresponde a um
defeito da invasdo das células citotrofoblasticas nas arteriolas espiraladas. Seu componente
genético familiar ¢ mais acentuado e seu progndstico mais sombrio. Por outro lado, a pré-
eclampsia tardia resulta da intera¢@o entre uma placenta normal e alterag@o inicial da rede
vascular materna. Esta vasculopatia materna ¢ favorecida por fatores de risco vascular
inespecificos como diabete, idade, hipertensdo arterial e indice de massa corporeo
aumentado. Representa um obstaculo ao desenvolvimento da vascularizagao, observado
fisiologicamente no final da gestagdo, em resposta a importantes necessidades
hemodinamicas fetoplacentarias (Boulanger & Flamant, 2007).

Embora a pré-eclampsia seja uma doenga ainda sem etiologia estabelecida, esta
demonstrado que sua fisiopatologia ¢ influenciada diretamente pela placenta (Robillard,
2002; Redman & Sargent, 2005). Fundamentada nesse conceito, a literatura sugere a
interagcdo de varios mecanismos responsaveis pela caracteristica multisistémica da doenga,
como: placentacdo inadequada (Pijnenborg et al., 1983), disfuncdo endotelial (Khan et al.,
2005), angiogénese insuficiente (Levine et al., 2006), ma adaptacdo imunologica (Dekker

& Sibai, 1999), estresse oxidativo (Gupta et al., 2005; Redman & Sargent, 2000; 2005),



resposta inflamatéria excessiva (Redman et al., 1999; Kharfi et al., 2003; Redman &
Sargent, 2003), trombose e ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (Elsheikh
etal., 2001).

Entre as evidéncias que ddo suporte a hipdtese da ma adaptacdo imunoldgica e
inadequada tolerdncia materna ao feto merecem destaque a alta incidéncia de pré-
eclampsia em mulheres que engravidam apdés doag¢do de Ovulos ou por inseminagdo
artificial com esperma de outro doador que ndo o parceiro € em mulheres que estdo em sua
primeira gestagdo ou cuja gestacdo ocorre apds troca de parceiro, uma vez que, em todas
essas situagdes o sistema imune se depara com novos antigenos e desenvolve resposta
inflamatoria contra os mesmos (Dekker, 2002; Feinberg, 2006).

Em vigéncia de hipoxia, a placenta de mulheres com pré-eclampsia manifesta
intenso estresse oxidativo (Burton & Jauniaux, 2004; Myatt & Cui, 2004), resultante de
lesdo causada por hipoxia e reperfusdo (Hung & Burton, 2006) e/ou deficiéncia das
defesas antioxidantes (Perkins, 2006). Por outro lado, nessa doenga o aumento do estresse
oxidativo € um achado sistémico (Roberts & Hubel, 1999), representado pela liberagdo de
mediadores da disfungdo da célula endotelial como perdxidos lipidicos (Walsh, 1998),
citocinas pré-inflamatérias (Hung et al., 2004; Matthiesen et al., 2005) e microparticulas
liberadas pelo sinciciotrofoblasto (Redman & Sargent, 2000; Schmidt et al., 2008).

Dessa forma, o estresse oxidativo estd envolvido na fisiopatologia da pré-
eclampsia (Kharb et al., 2000; Takagi et al., 2004), na qual atua de maneira sistémica,
causando lesdo do endotélio, fendmeno diretamente relacionado com a doenca (Rein et al.,
2003). Assim, ¢ observado aumento da concentracdo plasmadtica de radicais livres, que
antecede o aparecimento das manifestagdes clinicas da doenga e apresenta correlagdo
significativa com os valores de pressao arterial (Wickens et al., 1981; Erskine et al., 1985).

Células imunes, particularmente os macrofagos e linfocitos, sdo a principal fonte
de citocinas e fatores de crescimento, contribuindo para a manuteng@o do equilibrio entre
as células linfociticas e as citocinas presentes na placenta. A detec¢do de intensa
infiltracdo dessas células na interface materno-fetal sugere que estejam envolvidas em
fungdes especificas associadas a gravidez e ndo somente na resposta imune (Abrahams et
al., 2004).

As citocinas sao polipeptideos de 8 a 80kDa, secretados por células da imunidade
inata e adaptativa, que atuam de maneira autdcrina ou paracrina sobre as diferentes células
do organismo. Agem através da sua ligacdo a receptores especificos na membrana da

célula, estabelecendo uma cascata de reagdes metabolicas que induzem ou inibem



inumeros genes, provocando as mudangas necessarias para o desenvolvimento da resposta
imune (Abbas et al., 2008). Esses mediadores podem facilitar ou prejudicar a implantagio
e a evolugdo da gravidez normal, pois estdo envolvidos no controle da resposta imune
materna e no desenvolvimento fetal (Raghupathy, 2008). A rede de citocinas envolvidas
nos processos relacionados a gestacdo ¢ complexa, uma vez que podem influenciar
mecanismos envolvidos na implantacdo do ovo, na evolugdo da gestagdo e no mecanismo
do parto. As interagdes sinérgicas entre as citocinas sdo dindmicas e moduladas pelos
hormonios relacionados a gravidez. Quando se alteram podem estar associadas com
complicagdes como abortamento, pré-eclampsia e parto prematuro (Orsi & Tribe, 2008).

A literatura mostra que na pré-eclampsia existe ativagcdo de resposta imune mediada
por células T, que produzem citocinas de perfil Thl como Interferon-gama (IFN-y),
Interleucina-2 (IL-2) e Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), tanto no sangue periférico
como na interface materno-fetal (Darmochwal-Kolarz, 1999; Saito & Sakai, 2003). Esses
linfécitos T estdo ativados e relacionados ao mecanismo inadequado de tolerancia materna,
presente nessa patologia. Portanto, na pré-eclampsia o perfil de citocinas predominante ¢
do tipo Thl, que causa ativacdo de macréfagos, inducdo de reagdes citotdxicas e
inflamatorias, em detrimento do perfil tipo Th2, relacionado a secre¢@o de citocinas com
atividade anti-inflamatoria e reguladora, como IL-10 e fator de crescimento e
transformagdo beta (TGF-B), que caracteriza o perfil imunoldgico da gestagdo normal
(Saito et al., 2007).

Assim, na dependéncia do tipo de citocina envolvida (perfil Thl ou Th2), da
concentracdo da mesma e do tempo de secrecdo em relacdo ao tecido alvo, as reagdes
desencadeadas podem estar relacionadas com a fisiopatologia da pré-eclampsia
(Kupferminc et al., 1994, 1994a; Vince et al., 1995; Raghupathy & Kalinka, 2008).

Na gestacdo normal a IL-10 influencia a atividade do trofoblasto placentério,
exerce efeito supressor sobre as células natural killer (NK), sobre a produgdo autdcrina do
fator de necrose tumoral (TNF-o) pelos mondcitos e regula a imunoprotecdo fetal (Rein et
al., 2003). O TGF-f, regula a diferenciacdo do trofoblasto ¢ a transformacdo das artérias
espiraladas, sendo extremante importante na manuten¢do da gestacdo (Ayatollahi, et al.,
2005; Daher et al., 2006).

A IL-10 e o TGF-B; sdo consideradas citocinas de referéncia para o sucesso
gestacional por apresentarem efeito regulador sobre a resposta imune, inibir padrdo de

resposta tipo Thl e, em baixas concentragdes estarem relacionadas a abortos espontaneos e



pré-eclampsia (Moore et al., 2001; Rein et al., 2003; Jonsson et al., 2005; Makris et al.
2006; Sharma et al., 2007). Porém, segundo a literatura, a relagdo de TGF-B e o
desenvolvimento de pré-eclampsia é controversa. Apesar do reconhecimento de seu papel
no processo de placentacdo (Huber et al., 2002; Nagaeva et al., 2002; Daher et al., 2006),
varios autores relatam que altos niveis dessa citocina podem estar envolvidos na
patogénese da pré-eclampsia (Madazli et al., 2003; Muy-Rivera et al., 2004; Stanczuk et
al., 2007; Peragoli et al., 2008).

Os tecidos placentarios também expressam citocinas pro-inflamatorias como o
TNF-a e a IL-1J, potentes ativadores do endotélio vascular e provaveis mediadores da
disfuncdo endotelial na pré-eclampsia (Rein et al., 2003). Na gestacdo normal o TNF-o
modula o crescimento trofobldstico e a invasdo trofobléastica das arteriolas espiraladas,
porém em excesso, pode restringir essa invasao, contribuindo com a fisiopatologia da pré-
eclampsia (Peragoli et al., 2007).

O fator estimulador de colonias de granulécitos e monoécitos (GM-CSF) parece
estar relacionado com a formagdo da placenta, pois receptores para GM-CSF foram
encontrados em vilos do citotrofoblasto no primeiro trimestre de gestagdo (Jokhi et al.,
1994; Robertson et al., 2007). Curry et al. (2008) observaram queda na concentragdo de
GM-CSF quando compararam os estagios inicias da gesta¢do (média de 8,5 semanas) com
o segundo trimestre (média de 25 semanas).

O epitélio uterino ¢ importante fonte de GM-CSF, como pode ser observado em
cultura de células placentarias de ratas, onde essa citocina apresenta capacidade de
estimular a proliferacdo celular. Porém, quando presente em concentragdes elevadas,
contribui para a ocorréncia de hipoxia placentaria, que precede o desenvolvimento de pré-
eclampsia (Hayashi et al. 2003).

Além de estar associado com ativagdo da resposta inflamatéria pelo sistema imune,
o desenvolvimento da pré-eclampsia estd relacionado com a falha da invasdo das células
trofoblasticas nas arteriolas espiraladas durante a implantacdo e desenvolvimento inicial do
embrido (Rein et al., 2003), com aumento da apoptose das células trofoblasticas e com
isquemia placentdria (Tjoa et al., 2004). Assim, a placenta tem papel essencial nessa
doenga, pois problemas na implantagdo e no processo de placentagdo culminam em
reducdo da perfusdo sanguinea e portanto, em hipoxia/isquemia placentaria (Amash et al.,

2007; Gilbert et al., 2008).



Kingdom & Kaufmann (1997), analisando vilos placentdrios de gestantes
portadoras de complicacdes, classificaram a hipoxia fetal, quanto a sua origem, em pré-
placentaria, utero-placentaria e pos-placentaria. Na hipoxia pré-placentaria, a concentragao
de oxigénio do sangue materno que chega no espago interviloso ¢ baixa, com risco de
causar hipoxia para mae, placenta e feto. Na hipoxia utero-placentaria, o teor de oxigénio
do sangue materno ¢ normal mas o fluxo no interior do espago interviloso ¢ heterogéneo ¢
localmente comprometido. Portanto, os vilos placentarios ficam expostos a suprimento
heterogéneo de oxigénio. A hipoxia poés-placentdria também ¢ caracterizada por
concentracdo materna adequada de oxigénio associada com fluxo normal ou reduzido de
sangue no espaco interviloso. Entretanto, a perfusdo vascular fetal, e como conseqiiéncia, a
extracdo de oxigénio da placenta pelo feto estdo diminuidas. Como resultado, o feto esta
em situacdo de hipoxia e a placenta pode ter concentracdes de oxigénio acima do normal.
Segundo Mayhew et al. (2004), diferentes situagdes representam essa classificagdo da
hipoxia fetal. Altitude elevada e anemia materna favorecem a hipoxia pré-placentaria, pré-
eclampsia e restricdo de crescimento fetal intra-titero com manutencdo do fluxo diastolico
nas artérias umbilicais representam a hipoxia utero-placentaria e, restricdo de crescimento
fetal intra-utero com didstole zero ou reversa nas artérias umbilicais estd associada com
hipoxia pos-placentaria.

Na pré-eclampsia, a hipoxia ¢ classificada como ttero-placentaria, associando-se
com isquemia, uma vez que o aporte sanguineo materno estd comprometido, ndo irrigando
de maneira adequada o espaco interviloso. Isso é o resultado de eventos ocorridos nos
estadgios iniciais da gestacdo, que determinaram invasdo deficiente do trofoblasto nas
artérias espiraladas. Assim, os vilos estdo expostos a quantidades desiguais de perfusio
sanguinea e oxigenacdo, o que pode comprometer o trofoblasto e o endotélio vascular
(Mayhew et al., 2004a). Essa isquemia placentaria promove a liberagdo de fatores na
circulagdo materna, que iniciam uma cascata de eventos celulares e moleculares, causando
a disfuncdo endotelial e vascular, que resulta nas caracteristicas clinicas da doenga, isto &,
hipertensédo e proteinuria (Amash et al., 2007).

O processo de invasdo das arteriolas espiraladas pelo trofoblasto extraviloso, tanto
em roedores (Rossant & Cross, 2001) como em primatas (Ghosh et al., 2000) parece ser
controlado por genes, que codificam fatores angiogénicos de atuacdo local como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento placentario (P1GF).
Esses genes sdo regulados por citocinas, tensdo de oxigénio e estimulos mecanicos

(Kingdom & Kaufmann, 1997; Damsky & Fisher, 1998).



O P1GF ¢ uma glicoproteina de 45 a 50 kDa, membro da familia do VEGF, que
exerce atividade angiogénica in vivo (Persico et al. 1999; Okamoto et al., 2003). E
produzido por varios tipos de células e tecidos, incluindo-se o trofoblasto placentario e o
endotélio materno (Vatten et al., 2007). A expressio de PIGF na placenta humana
predomina na camada do sinciciotrofoblasto, que estd em contato direto com a circulagdo
materna (Persico et al., 1999). No soro de gestantes normais a concentracdo de P1GF ¢
baixa no primeiro trimestre (7 a 15 semanas de gestacdo), aumenta gradativamente e
atinge o valor maximo entre 28 ¢ 30 semanas, e a partir deste periodo se reduz até o final
da gestagdo (Torry et al., 1998). O déficit de produgdo pode resultar em vascularizagdo
andmala, uma vez que essa glicoproteina exerce papel importante no desenvolvimento
vascular durante a invasdo trofoblastica (Tsatsaris et al., 2003).

A diminui¢do de P1GF circulante pode estar relacionada com menor produgdo de
fatores de crescimento angiogénicos e assim ser uma das causas da deficiéncia da
vascularizagdo placentaria na pré-eclampsia (Taylor et al, 2003; Dimitrakova et al., 2004),
uma vez que alteracdes em sua concentragdo podem representar desenvolvimento
placentario anormal (Masuyama et al., 2006).

Duas proteinas anti-angiogénicas de origem placentaria e presentes na circulagdo na
forma soluvel, a tirosina-quinase 1 fims-like (sFlt-1) e a Endoglina, tem sido valorizadas na
patogénese da pré-eclampsia (Ito et al., 2002; Maynard et al., 2003; Venkatesha et al.,
2006). Na circulagdo sanguinea, a sFlt-1 atua como potente antagonista do VEGF. Tanto
VEGF como PIGF sdo produzidos pela placenta e circulam em altas concentra¢des durante
a gestacdo. No soro de mulheres que desenvolvem pré-eclampsia as concentragdes de sFlt-
1 estdo aumentadas, enquanto as de PIGF estdo diminuidas, mesmo antes do aparecimento
dos sintomas e sinais clinicos (Levine et al., 2004; Buhimschi et al., 2005). A forma
soluvel do receptor para VEGF (sFlt-1) é produzida pela placenta sob condi¢gdes de hipoxia
(Kita & Mitsushita, 2008) e estd aumentada tanto no soro como na placenta de pacientes
com pré-eclampsia (Ahmad & Ahmed, 2001; Koga et al., 2003; Levine et al., 2004). Atua
seqiiestrando PIGF e VEGF livres produzidos nos tecidos placentarios e impedindo a
interacdo entre esses fatores e seus receptores na célula endotelial, causando disfun¢do
endotelial (Nakatsukasa et al., 2008). Assim, altos niveis de sFlt-1 induzem deficiéncia na
angiogénese da placenta, desempenhando importante papel na patogénese da pré-eclampsia
(Ahmad & Ahmed, 2004; Rajakumar et al., 2009). A Endoglina atua como co-receptor de
TGF-B, uma potente molécula angiogénica. Estd expressa na superficie de células

endoteliais e do sinciciotrofoblasto. Em placentas de gestantes pré-eclampticas observa-se



aumento da expressdo de mRNA para Endoglina. Além disso, a regido extracelular da
molécula de Endoglina é clivada proteoliticamente ¢ a Endoglina solivel ¢ liberada em
grande quantidade na circulagdo, determinando piora da lesdo vascular mediada pela sFlt-
1, resultando em maior gravidade da pré-eclampsia (Venkatesha et al., 2006). Estudos
mostram aumento da concentracdo de Endoglina soluvel antes do aparecimento dos
sintomas de pré-eclampsia (Levine et al., 2006).

E descrito que, durante a gestagio normal, niveis fisiologicos de VEGF ¢ TGF-B1
sdo responsaveis pela manutencdo do relaxamento vascular em diferentes tecidos, por
meio de interagdo com seus respectivos receptores sFlt-1 e Endoglina, presentes no
endotélio. Na pré-eclampsia, a producdo excessiva dos fatores anti-angiogénicos sFIt-1 e
Endoglina soluveis causa disfungdo endotelial por inibir a sinalizagdo de VEGF e TGF-1
nos vasos (Lam et al., 2005; Maynard et al., 2008).

Vatten et al. (2007) sugerem que, nos estdgios iniciais da gestacdo, baixas
concentracdes de PIGF aumentam o risco de desenvolvimento de pré-eclampsia, pois
verificaram que a hipoxia placentdria desencadeia a produgdo e liberacdo de sFlt-1 para a
circulagio materna, que se liga ao VEGF e PIGF, removendo-os da circulagdo. Esse
processo priva o endotélio vascular de fatores angiogénicos, inibindo a vasodilatacdo e
induzindo a disfung¢ao endotelial.

Na pré-eclampsia, o estado de hipoxia também determina a producdo de outros
fatores anti-angiogénicos, entre eles a Endostatina, um potente inibidor endoégeno de
angiogénese e crescimento de células endoteliais e tumorais. Esse fator ¢ um fragmento
C-terminal da matriz protéica extracelular do coldgeno XVIII, (Mayhew et al., 2004;
Digtyar et al., 2007; Aref et al., 2008), que em concentragdes elevadas pode atuar como
inibidor da angiogénese em gestantes com pré-eclampsia e assim participar da
fisiopatologia da mesma, pois inibe o crescimento das células endoteliais e neutraliza os
efeitos do VEGF (Hirtenlehner et al., 2003).

Assim, a pré-eclampsia ¢ identificada como uma doenga complexa e multifatorial,
que em sua fisiopatologia envolve uma resposta inflamatdria descontrolada do sistema
imune materno contra os antigenos fetais e a alteracdo endotelial vascular materna, que
resulta em hipoxia e isquemia (Dekker, 2005).

A presente pesquisa se propds a investigar, em homogenatos placentarios de
mulheres portadoras de pré-eclampsia, a presenga de citocinas pro-inflamatdrias (TNF-o e

GM-CSF) e anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B), e de fatores angiogénicos (PIGF e



Endostina), na tentativa de contribuir para a melhor compreensdo das alteracdes
placentarias presentes nessa doenga, uma vez que existem indicios de que na pré-
eclampsia a placenta ndo ¢ um local de tolerdncia imune, mas de desenvolvimento de

resposta inflamatoria de rejeigdo tardia contra o feto.

2. Objetivos

2.1. Determinar as concentragdes de citocinas prd-inflamatérias (TNF-o ¢ GM-
CSF) e anti-inflamatorias (IL-10 ¢ TGF-3;) e de fatores pro-angiogénicos (PIGF) e anti-
angiogénicos (Endostatina) em placenta de gestantes portadoras de pré-eclampsia.

2.2. Analisar a histopatologia das lesdes em placenta de gestantes com pré-
eclampsia, classificadas quanto a idade gestacional do aparecimento das manifestacdes
clinicas (precoce ou tardia).

2.3. Relacionar as concentragdes de citocinas pré e anti-inflamatdrias e de fatores
pré e anti-angiogénicos em placenta de gestantes portadoras de pré-eclampsia com a
classificagdo da doenga, segundo a gravidade e a idade gestacional de aparecimento das

manifestagdes clinicas (precoce ou tardia).

3. Casuistica e Métodos

3.1. Selecio das gestantes

Foram estudadas 30 gestantes normais e 40 gestantes portadoras de pré-eclampsia,
atendidas no Servico de Obstetricia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. O tamanho amostral foi calculado com base
em trabalho anterior (Peragoli et al., 2007), em que os valores de média e desvio padrao da
citocina TNF-alfa, em gestantes normais, foram 99,99pg/mL e §,42pg/mL,
respectivamente. Considerando como resultado alterado o valor de pelo menos a média
mais um desvio padrdo, com nivel de significancia de 5% e poder de 5%, o tamanho
amostral foi de 26 gestantes em cada grupo (controle e estudo). Para o caso de eventuais

perdas optou-se por incluir no estudo pelo menos 30 gestantes em cada grupo.



As gestantes portadoras de pré-eclampsia foram estratificadas, segundo Huppertz
(2008), em dois grupos, de acordo com a idade gestacional no momento do diagndstico da
doenca: menor que 34 semanas (pré-eclampsia precoce) e igual ou maior que 34 semanas

(pré-eclampsia tardia).

A idade gestacional dos grupos estudados foi estabelecida pela data da ultima

menstruacio e/ou por exame ultrasonografico precoce (<20 semanas de gestagao).

Uma gestante foi considerada portadora de pré-eclampsia quando, sem antecedente
de hipertensdo arterial, manifestou hipertensdo arterial (>140x90mmHg) associada a

proteinuria (=2300mg em urina coletada durante 24 horas), apds a 20* semana de gestacdo

(NHBPEP, 2000).

A pré-eclampsia foi classificada em leve ou grave, conforme a auséncia ou

presenca, respectivamente, de algum dos critérios abaixo (NHBPEP, 2000):

- valor de pressao arterial de pelo menos 160x110mmHg, confirmado em duas medidas,

com intervalo de quatro horas;
- valor de proteindria de pelo menos 2g em urina de 24 horas;

- sintomas de eclampsia iminente: alteragdes clinicas do sistema nervoso central (cefaléia,
obnubilag¢do, torpor, alteracdo de comportamento), visuais (escotomas, fosfenas, turvacao

da visdo) e gastricas (dor epigéstrica ou no hipocondrio direito, nduseas, vomitos).

- eclampsia: manifestacdo de crise convulsiva e/ou coma, na auséncia de patologia do

sistema nervoso central;

- sindrome HELLP: presenca de hemolise (esquizocitos em esfregaco de sangue periférico,
anemia ou bilirrubina total acima de 1,2mg%), elevacdo de enzimas hepaticas (TGO
>70UI/L e/ou desidrogenase latica >600UI/L) e plaquetopenia (contagem inferior a

100.000 por mm®);

- oliguria: diurese menor que 500ml em 24 horas);
- clanose;

- edema agudo de pulmaio;

- restri¢do de crescimento intra-uterino.

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto a

finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento esclarecido. O projeto de



pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de

Botucatu - UNESP, protocolo no. 151/2006 (anexo 1).

3.2. Dosagem da proteinuria
A proteinuria em urina de 24 horas foi quantificada por método colorimétrico, no
sistema de automacdo Technicon RAXT, do Laboratério de Anélises Clinicas do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.

3.3. Coleta e processamento das amostras de tecido placentario de gestantes
saudaveis e portadoras de pré-eclimpsia

A amostra de tecido placentério, abrangendo a faces materna e fetal, foi colhida a
partir do centro da placenta, em forma de tridngulo, com auxilio de um bisturi cirargico
logo apds a extracdo da mesma. O fragmento placentirio obtido foi imediatamente
colocado em recipiente estéril, contendo solucdo salina para transporte até o laboratorio.
Esse fragmento foi recortado e subdividido em duas partes iguais, conforme representado
na Figura 1. Um dos fragmentos foi envolto em papel aluminio e apos identificagcdo foi
mergulhado em nitrogénio liquido para rdpido congelamento. A seguir foi armazenado a -
80°C até o momento da preparagdo do homogenato. O outro fragmento foi processado para

analise histologica.

1
' Preparo do
‘ : homogenato

Inclusdo em parafina

Figura 1. Representacdo da coleta do fragmento placentario (Calderon et al., 2007).



3.4. Obtencio dos homogenatos placentarios

Apds o descongelamento, a amostra do tecido placentario foi pesada, sendo
anotado o valor em gramas. Em seguida a amostra foi secionada em fragmentos menores
com auxilio de bisturi, que foram transferidos para o recipiente do homogenizador de
tecidos, contendo 10mL do tampdo com inibidor de proteases: 150mM/L NaCl e 20 mM/L
Tris pH 7,5, 5SmM/L EDTA e 1 mM/L phenilmethilsulfonil fluoreto, pH 7.3). Apds a
homogeneizagdo, em banho de gelo, o material foi acondicionado em tubos de ensaio e
centrifugado a 3500rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi aliquotado em
microtubos de 0,5mL, previamente identificados e as aliquotas armazenadas a -80°C até o

momento da determinag¢do das citocinas e dos fatores placentarios.

3.5. Determinacio das citocinas TNF-alfa, IL-10, TGF-betal, GM-CSF, Endostatina
e PIGF

Para quantificagdo das citocinas e dos fatores placentarios nos homogenatos de
placenta obtidos de gestantes normais e portadoras de pré-eclampsia, empregou-se ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e kits comerciais (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA ou
Biolegend, San Diego, CA, USA). As reagdes foram desenvolvidas segundo as instrucdes

dos fabricantes.

As placas de 96 orificios e fundo plano (MaxiSorp-Nunc Life Tech. Inc., Maryland,
MA, USA) foram sensibilizadas por 18h a 4°C com anticorpo monoclonal anti-citocina,
diluido em PBS. Apds esse periodo, os orificios foram lavados quatro vezes com 300uL de
PBS, pH 7,2, contendo Tween 20 a 0,05% (PBST). O bloqueio da placa foi realizado por
adi¢do de 300uL de PBS contendo 1% de soro albumina bovina (BSA) em cada orificio e
incubagdo a temperatura ambiente por 60 min. A seguir, a placa foi lavada conforme
descrito acima e 100uL dos homogenatos de placenta e das citocinas recombinantes (R&D
Systems) foram adicionados aos orificios das placas. Apds 2h de incubagdo a temperatura
ambiente e nova lavagem da placa, o anticorpo revelador policlonal anti-citocina (R&D
Systems) foi adicionado, seguido de incubagdo por 2h a temperatura ambiente. A placa foi
lavada novamente com PBST e adicionados 100uL de estreptoavidina conjugada com
peroxidase (R&D Systems), na concentragdo de 2ug/mL por 20 min a 37°C, seguido pela
lavagem da placa com PBST. Apds esse periodo, adicionaram-se 100uL do substrato
enzimatico, constituido por 10uL de H,O,a 30% (Sigma), diluidos em 12,5mL de tampao

citrato-fosfato 0,IM, pH 5,0 e 1mg/mL do revelador ortofenilenodiamina (Sigma). As



placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 min, a reagdo foi bloqueada pela
adi¢do de 50uL de acido sulfurico 2M e a leitura da placa realizada em leitor de ELISA
(Multiskan EFLAB, Helsinki, Finland) com comprimento de onda de 492nm. As
concentracdes das citocinas presentes nos homogenatos foram calculadas sobre curvas
padrdo realizadas com as diferentes citocinas recombinantes humanas.

O valor das concentracdes das citocinas e dos fatores placentarios, obtido em
pg/mL, foi dividido pelo peso da amostra placentéria, ajustado para g/mL e a concentragio
final das citocinas expressa em pg/g/mL de tecido placentario.

Nos ensaios, as concentracdes dos anticorpos monoclonal e policlonal, bem como das
citocinas recombinantes especificas, utilizadas nas curvas padrdo, foram aquelas
recomendadas pelos fabricantes (R & D Systems e Biolegend) e descritas no quadro

abaixo.

Quadro 1. Concentracdes de citocinas e fatores placentarios recombinantes, empregados
nas curvas padrdo e dos anticorpos monoclonais e policlonais utilizados na técnica de

ELISA.

Citocina
Citocina recomblnanNte Anticorpo monoclonal Anticorpo policlonal
(curva padrio)

TNF-o. " 3,9 - 500 pg/mL 4 ug/mL 75 ng/mL
IL-10 " 2 - 300 pg/mL 2 ug/mL 200 ng/mL
TGF-B,* 15 -1000 pg/mL 2 ug/mL 300 ng/mL
GM-CSF * 0,5—-300 pg/mL 2 ug/mL 500 ng/mL
PIGF * 3,9 — 500 pg/mL 4 ug/mL 60 ng/mL
Endostatina ? 0,31 — 200 pg/mL 4 ug/mL 100 ng/mL

*Human TNF-a ELISA Max Set Deluxe (Biolegend, San Diego, CA, USA)

* Human IL-10 ELISA Max Set Deluxe (Biolegend, San Diego, CA, USA)

#* Human TGF-beta; Duo Set (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

* Human GM-CSF Immunoassay Quantikine High Sensitivity (R&D Systems, MN, USA).
* Human PIGF Duo Set (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

2 Human Endostatine Immunoassay, Quantikine (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)



3.6. Analise histopatologica da placenta

Apos realizada a coleta, o material placentario foi fixado em formalina tamponada a
10% por 48 horas e submetido a processo de lavagem em agua corrente por 24 horas. Os
fragmentos de placenta foram desidratados em alcool, diafanizados em xilol e a seguir
incluidos em parafina. Os cortes histoldgicos de Sum de espessura foram colocados sobre

lamina histoldgica para colorag@o pelo método de Hematoxilina - Eosina (HE).

3.7. Analise Estatistica

A comparagdo entre os resultados obtidos da determinagdo de citocinas e fatores
placentarios nos homogenatos de placenta de gestantes normais e com pré-eclampsia foi
realizada empregando-se o teste ¢ de Student, para amostras independentes. O mesmo teste
foi utilizado para a comparagdo desses parametros quando as pacientes portadoras de pré-
eclampsia foram classificadas quanto a idade gestacional (menor que 34 semanas e igual
ou maior que 34 semanas) e quanto a gravidade da pré-eclampsia (Leve ou Grave). Na
analise da relagdo TNF/IL-10 e Endostatina/PIGF obtida de gestantes normais e com pré-
eclampsia, classificadas quanto a gravidade, foi utilizada analise de varidncia para
amostras independentes (ANOVA). Todas as analises foram realizadas empregando-se o
programa estatistico INSTAT (Graph-Pad, San Diego, CA, USA). O nivel de significancia
adotado foi de 5%.



4. Resultados

4.1. Caracteristicas das gestantes

As caracteristicas das gestantes estudadas encontram-se na Tabela 1, onde as
gestantes foram estratificadas em normais e portadoras de pré-eclampsia e quanto a idade
gestacional no momento do diagnostico (<34 semanas — pré-eclampsia precoce e >34
semanas — pré-eclampsia tardia).

Nos dois critérios de estratificacdo das gestantes a idade materna foi semelhante
entre os grupos analisados. As gestantes com pré-eclampsia precoce apresentaram maior
concentracdo de proteinuria (4.160mg/24 horas) que aquelas com pré-eclampsia tardia
(495mg/24 horas), assim como apresentaram maior percentagem (84,6%) de casos graves

que aquelas com pré-eclampsia tardia (37,0%).

Tabela 1. Caracteristicas das gestantes estudadas.

Gestantes Idade gestacional
Caracteristicas Normais Pré-eclampsia <34 semanas > 34 semanas
n=30 n=40 n=13 n=27
26 25 25 24
Idade (anos)
15-37) (16 -39) 17-39) (16 - 36)
Idade gestacional 38 36 31 38
(semanas) (37-41) (24 - 40) (24 -33) (34 -40)
Proteinuria 860 4.160 495
(mg/24 horas) (300 -20.910) (330-—16.580) (300-20.910)
Leve - 47,5 15,4 63,0
Gravidade
Grave @ - 52,5 84,6 37,0

Os valores de idade materna, idade gestacional e proteinuria estio expressos em mediana, € 0s
valores da gravidade da pré-eclampsia expressos em percentagem.



4.2. Concentracio de citocinas e fatores placentarios na placenta de gestantes normais

e portadoras de pré-eclampsia

Na Tabela 2 estdo representadas as concentragdes das citocinas, pro e anti-
inflamatorias, bem como dos fatores angiogénicos e anti-angiogé€nicos detectados no
homogenato de placenta de gestantes normais e portadoras de pré-eclampsia. Os niveis de
TNF-a. e GM-CSF foram significativamente maiores nas placentas de gestantes com pré-
eclampsia. Por outro lado, a concentragdo das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-J3,
foram significativamente menores em comparagdo com as gestantes normais. Em relacio
aos fatores placentarios, os niveis de Endostatina foram significativamente maiores em
gestantes com pré-eclampsia, enquanto a concentragdo de PIGF foi significativamente

menor nessas pacientes em comparagdo com as gestantes normais.

Tabela 2. Niveis placentarios de TNF-o, GM-CSF, IL-10, TGF-B;, PIGF ¢ Endostatina em

gestantes portadoras de pré-eclampsia e gestantes normais.

Gestantes
Citocinas e fatores Pré-eclampsia Normais

placentarios n=40 n=30 Significancia *

TNF-a 72,6 + 7,5 34,3 +8,2 p <0,001

GM-CSF 46,2 + 13,4 23,4+ 7,7 p <0,001

IL-10 254+ 11,3 75,9 + 16,7 p <0,001

TGF-B, 77,2 + 25,2 225,9 + 38,5 p <0,001

PIGF 25,1 +104 94,5 + 23,9 p <0,001

Endostatina 38,8 +11,3 15,9 + 5,2 p <0,001

Resultados expressos em média + desvio padrdo de pg/g de tecido placentario.

*Teste t de Student



4.3. Concentracio de citocinas e fatores placentarios na placenta de gestantes

portadoras de pré-eclaimpsia, classificadas segundo o critério de gravidade

A gravidade da pré-eclampsia foi classificada em Leve (L) ou Grave (G) com base
nos critérios do NHBPEP (2000). Na Figura 2 estdo representadas as concentra¢des das
citocinas e fatores placentarios detectados na placenta de gestantes com pré-eclampsia leve
ou grave. As concentracdes de TNF-a, Endostatina e GM-CSF foram significativamente
maiores nas formas graves, enquanto as de IL-10 e PIGF foram significativamente menores

em relacdo as formas leves da doenga.

B Leve B Grave

pg/g de placenta

Figura 2. Concentragdo de citocinas inflamatorias (TNF-ao e GM-CSF) e anti-
inflamatorias (IL-10 ¢ TGF-f3;), e dos fatores de crescimento placentario (PIGF) e inibidor
da angiogénese (Endostatina) de acordo com a gravidade de pré-eclampsia. Os resultados
estdo expressos em média + desvio padrdo de pg/g de tecido placentdrio de 19 gestantes
portadoras de pré-eclampsia leve (Leve) e 21 gestantes portadoras de pré-eclampsia grave

(Grave).
*(p<0,001); " (p <0,05) Grave versus Leve (Student 7 test)



A relacdo entre os valores de TNF-a e IL-10 e entre os de Endostatina e PIGF,
detectados na placenta de gestantes normais e com pré-eclampsia, estdo representados na
Figura 3. A relacdo TNF-o/IL-10 foi significativamente maior nas placentas das gestantes
com pré-eclampsia (4,7 + 0,8) em relagdo as gestantes normais (0,5 + 0,1). Resultado
semelhante foi observado quanto a relagdo Endostatina/PIGF. Valores significativamente
mais elevados foram observados nas placentas de pacientes com pré-eclampsia (1,9 + 0,2)
quando comparados as gestantes normais (0,2 + 0,02).

A classificag@o das gestantes portadoras de pré-eclampsia com relagdo a gravidade da
doenga mostrou que nas formas graves as relagdes TNF-o/IL-10 (7,5 + 2,9) e Endostatina/
PIGF (2,4 + 0,9) foram significativamente maiores do que nas formas leves (1,4 + 0,3) e

(1,2 + 0,2) respectivamente.

PE GN PE-Leve PE-Grave

Figura 3. Relacdo entre os niveis de TNF-o/IL-10 e Endostatina/PIGF detectada em
homogenato de placenta de gestantes normais (n=30) e com pré-eclampsia (n=40), e nas
gestantes portadoras de pré-eclampsia classificadas quanto a gravidade da doen¢a em Leve
(n=19) ou grave (n=21).

*(p <0,001) versus GN; # (p < 0,01) versus GN; + (p < 0,001) versus PE-Leve (Anova)



4.4. Concentracio de citocinas e fatores placentarios na placenta de gestantes

portadoras de pré-eclaimpsia, classificadas segundo a idade gestacional

As gestantes portadoras de pré-eclampsia foram estratificadas em dois grupos,
segundo a idade gestacional, no momento do diagnodstico da doenca: menor que 34
semanas (precoce) e igual ou maior que 34 semanas (tardia). Na Tabela 4 podem ser
observados os resultados de citocinas e fatores placentarios obtidos nos homogenatos de

placenta.

Tabela 3. Niveis placentarios de TNF-o,, GM-CSF, IL-10, TGF-;, PIGF e Endostatina em
gestantes portadoras de pré-eclampsia distribuidas quanto a idade gestacional no momento

da resolucgdo da gestagdo.

Idade gestacional

Citocinas e fatores < 34 semanas > 34 semanas
placentarios n=13 n=27 Significancia *

TNF-o 103,9 + 21,8 58,7 + 14,2 p <0,01
GM-CSF 48,1 + 13,0 45,1 +13,8 p = 0,5605

IL-10 17,4+ 7,1 31,9 + 8,7 p <0,01
TGF-B, 84,3 + 16,2 64,9 + 18,1 p = 10,2927
PIGF 28,9+9.4 24,8+ 13,8 p=0,3738

Endostatina 44,8 + 11,3 34,9 +12,2 p <0,05

Resultados expressos em média + desvio padrdo de pg/g de tecido placentario.

*Teste t de Student

Os resultados mostram que placentas de gestantes com diagnostico de pré-
eclampsia precoce (<34 semanas) apresentam concentracdes de TNF-a e de Endostatina
significativamente maiores ¢ niveis de IL-10 significativamente menores em relagdo as

placentas obtidas de gestantes com pré-eclampsia tardia (=34 semanas). As concentragdes



de GM-CSF, TGF-B; e PIGF foram semelhantes nos dois grupos de gestantes portadoras

de pré-eclampsia.

4.5. Analise Histopatologica das Placentas

O exame histopatologico das placentas de gestantes com pré-eclampsia mostrou
alteracdes histopatologicas compativeis com amadurecimento precoce das mesmas,
representado pela maior presenca de nos sinciciais, aspecto fibroso do estroma vilositério,
areas de infarto, necrose fibrindide e presenga de fibrina perivilosa. Essas alteragdes foram
observadas predominantemente nas placentas com idade gestacional inferior a 34 semanas.
No grupo de placentas com idade gestacional maior ou igual a 34 semanas ¢ inferior a 37
semanas, as altera¢des foram restritas a um discreto amadurecimento precoce, com discreto
aumento do niimero de nds sinciciais para a idade gestacional e discreta fibrose vilositaria.
As placentas de gestacdes com idade superior a 37 semanas apresentaram-se dentro do
padrdo histoldégico de normalidade, assim como no grupo controle de gestantes normais

(Figura 4).



Figura 4. A) Vilosidades de gestagdo de 28 semanas com pré-eclampsia, mostrando
amadurecimento precoce evidenciado pelo aumento de nds sinciciais (setas) e aspecto fibroso do
estroma. HE. 200X; B) Gestagdo de 33 semanas com pré-acldmpsia e exuberante necrose fibrindide
vilositaria (setas). HE. 200X; C) Vilosidades de gestacdo de 36 semanas com pré-eclampsia com
areas focais de necrose fibrindide vilosa (seta). HE. 200X; D) Vilosidades do 3° trimestre de
gestacdo normal, com boa vascularizagdo, nos sinciciais e discreto deposito de fibrina intervilosa

(seta). Auséncia de infiltrado inflamatério intra e intervilositario. HE. 200X.



5. Discussao

Apbs décadas de pesquisas, a patogénese da pré-eclampsia ainda ndo estd
totalmente esclarecida e, tentativas de identificar marcadores precoces da doenga ndo
conseguiram o sucesso esperado. Estd bem definida a associacdo entre placentagdo
anormal e pré-eclampsia, envolvendo invasdo inadequada das arteriolas espiraladas
maternas pelo trofoblasto, durante o inicio da gestacdo (Meekins et al., 1994; Polliotti et
al., 2003). Véarios marcadores bioquimicos foram identificados, tais como citocinas e
fatores angiogénicos, que podem estar envolvidos na resposta imune presente na interface
materno-fetal, favorecendo a aceitacdo do feto e da placenta.

No presente trabalho avaliamos a presenga de citocinas pré e anti-inflamatorias na
placenta de gestantes normais e de portadoras de pré-eclampsia. As concentra¢des de TNF-
o e de GM-CSF foram significativamente maiores nos homogenatos de placenta de
gestantes com pré-eclampsia. Por outro lado, os niveis das citocinas anti-inflamatdrias IL-
10 e TGF-B; foram significativamente menores nessas gestantes em relagdo as gestantes
normais.

Esses resultados sugerem a exacerbacdo de um ambiente inflamatério na interface
materno-fetal de gestantes com pré-eclampsia e, em concordancia com a literatura, indicam
que niveis elevados de citocinas inflamatdrias na placenta podem exercer papel deletério
no desenvolvimento da gestacdo. Diferentes linhas de evidéncia apontam que alteragdes
nos niveis de citocinas podem estar envolvidas na patogénese da pré-eclampsia. Altos
niveis de IL-1, IL-6 e TNF-a s@o detectados no soro e liquido amnidtico de pacientes com
pré-eclampsia (Darmochwal-Kolarz et al., 1999; Peracoli et al., 2007). Hayashi et al.
(2004) demonstraram aumento significativo nos niveis de GM-CSF em homogenatos
placentarios de gestantes com pré-eclampsia e sugeriram que a concentragdo elevada dessa
citocina na placenta poderia estar relacionada as anormalidades imunoldgicas, que
contribuem para a etiologia da doenga.

O GM-CSF ¢ uma citocina hematopoiética, potente mediadora da proliferacdo e
diferenciagdo celulares em diferentes tecidos, com participagdo na formagdo e manutencio
placentaria (Hayashi et al., 2004). De acordo com Robertson (2007), os tecidos
reprodutivos e o sistema imune sofrem mudangas para acomodar a gestacdo e essa citocina

esta envolvida no processo de implantagdo e subseqiiente desenvolvimento embrionario.



Altos niveis de TNF-o e GM-CSF sido detectados no plasma (Darmochwal-Kolarz et
al., 1999; Hayashi et al., 2004; Peragoli et al., 2007; Cackovic et al., 2008) ou amostras
placentarias de gestantes com pré-eclampsia (Hayashi et al., 2004; Kim et al., 2006),
enquanto baixas concentragdes das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B; sdo
observadas (Rein et al., 2003; Makris et al., 2006; Sharma et al., 2007; Lim et al., 2008).
Desta forma, as citocinas podem facilitar ou prejudicar a implantacdo do ovo e o
desenvolvimento gestacional, uma vez que estdo envolvidas no controle da resposta imune
materna, na modulacdo da tolerancia imunoldgica e, conseqiientemente, nas condi¢des
oferecidas para o crescimento fetal. Na dependéncia do perfil, Thl ou Th2, da
concentracdo e do tempo de secre¢do em relagdo ao tecido alvo podem preceder as reagdes
fisiopatologicas da pré-eclampsia (Kupferminc et al., 1994, 1994a; Vince et al., 1995;
Hayashi et al., 2003; Rein et al., 2003; Orsi & Tribe, 2008).

A concentragdo elevada de TNF-o detectada na placenta de pacientes com pré-
eclampsia esta em acordo com Kim et al. (2006), que também encontraram niveis elevados
de TNF-oo em homogenatos placentarios de gestantes com pré-eclampsia, quando
comparadas com gestantes normais. Dong et al. (2005) pesquisaram citocinas pré e anti-
inflamatérias em amostras placentdrias de gestantes com pré-eclampsia ou normais e
verificaram maior liberagdo de TNF-a pelas células placentdrias de gestantes com pré-
eclampsia. Segundo os pesquisadores, esses resultados sugerem a ocorréncia de alteracio
da imunidade, favorecendo o perfil Thl, do qual o TNF-a est4 associado e, sua produgdo
elevada contribui para a patogé€nese da pré-eclampsia.

O TNF-a. pode ser encontrado na placenta, liquido amnidtico e decidua, modulando o
crescimento trofobldstico e a invasdo das arteriolas espiraladas em gestantes normais,
quando produzido em niveis fisiologicos. Porém, em niveis excessivos pode restringir a
invasdo endovascular do citotrofoblasto as arteriolas espiraladas, contribuindo, dessa
maneira, com a fisiopatologia da pré-eclampsia (Peracoli et al. 2007; Haider & Knofler,
2008). Wang & Walsh (1996) detectaram maiores concentragdes de TNF-oo em
homogenatos de tecido placentario e aumento de expressdo dessa citocina, avaliada por
RT-PCR, associadas a elevada peroxidag¢do lipidica, concluindo que o tecido placentario de
gestantes com pré-eclampsia possui maior potencial de producdo de TNF-o do que o de
gestantes normais. Essa citocina pode também contribuir para o desenvolvimento da
doenga, devido a sua capacidade de aumentar a geragdo de radicais livres de oxigénio, que

causa estresse oxidativo e lesdo endotelial (Kim et al., 2006). A hipoxia placentdria,



presente em gestagdes complicadas por pré-eclampsia, também pode induzir uma
superproducdo de TNF-o. Confirmando esta hipdtese, Hung et al. (2004) verificaram que
em tecido placentario, obtido de gesta¢do normal e submetido a processos de hipoxia e re-
oxigenacdo, ha aumento da producdo de TNF-a. Segundo os autores, a elevacdo da
expressdo de TNF-a na placenta decorre do estresse oxidativo induzido pelo tratamento,
resultando na formagdo de reativos intermedidrios do oxigénio. Assim, a perfusdo
deficiente da placenta, secundaria a reduzida invasdo trofoblastica, aumenta a secrecdo de
TNF-a, contribuindo para ativacdo de células endoteliais, que caracteriza a fisiopatologia
da pré-eclampsia.

Na pré-eclampsia, niveis elevados de TNF-o podem inibir a prolifera¢do celular, o
crescimento e a fun¢do do trofoblasto, uma vez que esta citocina inibe a sintese de DNA
pelo trofoblasto (Hunt, 1989). A fun¢do alterada da célula trofoblastica poderia limitar a
invasdo e consequentemente a alteracdo fisioldgica das arteriolas espiraladas (Wang &
Walsh, 1996).

O efeito do TNF-a sobre a proliferagdo de células trofoblasticas foi avaliado por Seki
et al. (2007), em experimentos com soro e leucdcitos isolados de sangue obtidos de
gestantes portadoras de pré-eclampsia e gestantes normais. A linhagem celular
trofoblastica foi cultivada em presenca do soro diluido dessas gestantes, os leucocitos
foram fracionados em diferentes populagdes e a concentragdo dessa citocina foi
determinada no sobrenadante das culturas e comparada entre as gestantes com pré-
eclampsia e as normais. Observou-se que, as células em contato com soro de pacientes pré-
eclampticas apresentaram apoptose € maior inibi¢do na proliferagdo celular e, que os
mondcitos obtidos das gestantes com pré-eclampsia produziram concentragdes maiores de
TNF-o. Segundo os autores, em gestantes portadoras de pré-eclampsia, os monocitos estdo
ativados e produzem altas concentragdes de TNF-o, que em contato com células
trofoblésticas inibem a proliferagcdo celular e induzem apoptose.

Portanto, embora ndo se saiba se o aumento de TNF-o € a causa ou conseqiiéncia de
pré-eclampsia, sua liberagdo pela placenta em estidgios iniciais da gestacdo podem
contribuir para as reacdes fisiopatoldgicas dessa sindrome (Peragoli et al., 2007).

No presente trabalho, a andlise da gravidade do quadro clinico da pré-eclampsia
mostrou que as concentracdes de TNF-oo e de GM-CSF foram ainda maiores nas formas
graves da doenca. Esses resultados concordam com trabalho anterior, realizado em nosso

laboratodrio, sugerindo que o TNF-a poderia ser considerado um marcador de gravidade da



pré-eclampsia, uma vez que observamos correlacdo dos niveis plasmaticos dessa citocina
com diferentes estagios da doenca (Peracoli et al., 2007).

As concentragdes significativamente menores de IL-10 e TGF-B,, detectadas na
placenta de gestantes com pré-eclampsia do presente estudo, sugerem um defeito nos
mecanismos imunologicos que desempenham papel importante na interacdo materno-fetal
e na regulacdo da resposta inflamatoria na placenta.

A IL-10 promove a placentagdo e, juntamente com TGF-B3; estd envolvida na
regulacdo da invasdo e proliferacdo do trofoblasto (Huber et al., 2002; Nagaeva et al.,
2002). O crescimento e desenvolvimento da placenta sdo dependentes da produgdo
adequada de IL-10 (Hennessy et al., 1999). Produ¢do aumentada de IL-10 estd associada
com sucesso gestacional, enquanto baixos niveis dessa citocina sdo encontrados em casos
de pré-eclampsia (Rein et al., 2003; Jonsson et al., 2005; Makris et al., 2006; Sharma et al.,
2007). O principal papel da IL-10 € regular a produ¢do de citocinas de perfil Thl por
linfécitos e macrofagos (de Waal et al., 1991; Fiorentino et al., 1991) que, no tecido
trofoblastico, parece ser mediada pela progesterona (Choi et al., 2000). Na gestacdo
normal, demonstrou-se que as células Tyd da decidua expressam RNAm para IL-10 e
TGF-B, criando um ambiente de imunotolerdncia ao desenvolvimento do feto. Essas
células, produzindo citocinas com atividade supressora, atuariam como células T
regulatorias ou induziriam a diferencia¢do de células Tofy (ThO) em células regulatdrias
(Nagaeva et al., 2002). Portanto, a IL-10 teria um papel critico em patologias da gestacdo
associadas com defeito na regulagdo de resposta inflamatdéria na placenta (Rein et al.,
2003).

Bowen et al. (2005) mostraram que células trofoblasticas placentarias de gestantes
com pré-eclampsia e de gestantes normais, cultivadas sob condi¢des de hipoxia durante 48
horas, produzem niveis menores de IL-10 em comparagdo com células cultivadas em
condi¢des normais de oxigenag¢do. Os autores sugerem que a hipoxia placentaria e a
producdo alterada de citocinas na placenta podem exercer importante papel na
fisiopatologia da pré-eclampsia. Makris et al. (2006) verificaram menor expressdo de
mRNA para IL-10, bem como da proteina, em amostras placentarias de gestantes com pré-
eclampsia em comparagdo com gravidas normais e concluiram que a pré-eclampsia esta
associada a deficiéncia de IL-10 na placenta, confirmando trabalhos de outros autores

(Hennessy et al., 1999; Rein et al., 2003). Considerando a IL-10 uma citocina com potente



acdo reguladora anti-inflamatdria, a diminuicdo de sua produgdo pela placenta poderia
estar associada com o desenvolvimento inadequado da mesma (Rein et al., 2003).

Nossa pesquisa demonstrou baixos niveis de IL-10 e altos niveis de TNF-o,
principalmente em placentas de gestantes com pré-eclampsia grave, sugerindo importante
alteracdo no mecanismo imune, que exerce papel importante na interface materno-fetal e
na regulacdo da resposta inflamatdria placentaria. Esse desequilibrio foi melhor observado
quando comparou-se a razdo TNF-o/IL-10 entre gestantes normais e com pré-eclampsia.
Essa razdo foi ainda maior na pré-eclampsia grave em relagdo a forma leve da doenga,
demonstrando prevaléncia de citocinas com padrdo Thl e concordando com os resultados
obtidos por Dong et al. (2005), sugerindo que a predominidncia de um ambiente
inflamatorio na placenta, contribui para a fisiopatologia da pré-eclampsia.

A citocina imunossupressora TGF- também contribui para o sucesso gestacional,
uma vez que seu papel regulador ¢ importante durante o processo de diferenciagdo do
trofoblasto e transformacdo das arteriolas espiraladas, pois inibe a proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos e a ativacdo de outros leucocitos, podendo ser considerada
como um fator regulador envolvido na prote¢do e sobrevivéncia do feto (Ayatollahi et al.
2005).

No presente trabalho, os niveis dessa citocina regulatéria nos homogenatos
placentarios foram significativamente menores em gestantes portadoras de pré-eclampsia
quando comparadas as gestantes normais. Na literatura, estudos sobre a presenga de TGF-
B; na placenta de gestantes com pré-eclampsia sdo escassos. Lyall et al. (2001) analisaram
a expressdo de TGF-B;, TGF-B, e TGF-B; na placenta e leito placentario de gestantes
normais, com pré-eclampsia e com restri¢do de crescimento intra-uterino, verificando que
ndo ha diferenca entre os grupos estudados, com relacdo a presenca das trés isoformas
dessa citocina. Segundo os autores, a superfamilia do TGF-3 ndo esta relacionada com a
fisiopatologia da pré-eclampsia e da restri¢do de crescimento intra-uterino. Por outro lado,
Wang et al. (2006) detectaram maior expressdo de TGF-; no sinciciotrofoblasto viloso de
gestantes com pré-eclampsia em comparagdo a gestantes normais, sugerindo que o TGF-f3;
pode participar do processo patogénico de lesdo endotelial vascular, verificado na pré-
eclampsia. Entretanto, ndo observaram difereng¢a significativa quando compararam
gestantes com pré-eclampsia leve ou grave.

No presente estudo, também ndo encontramos diferenca significativa quanto a

concentragdo de TGF-B, detectado na placenta, entre as formas leve ou grave de pré-



eclampsia. Resultados semelhantes foram anteriormente descritos por Hennessy et al.
(2002), que analisaram a expressdo de TGF-B; em placenta ¢ soro de gestantes com essa
patologia. A auséncia de correlagdo entre os niveis de TGF-3; no soro e a pressdo arterial
permitiu aos autores concluirem que o TGF-f; ndo tem papel no desenvolvimento de pré-
eclampsia tardia e de hipertensao arterial.

Observamos forte associagdo de niveis elevados do fator anti-angiogénico
Endostatina e diminui¢do na concentragdo de PIGF no tecido placentério, representada por
valores elevados da razdo Endostatina/PIGF em comparacdo com gestantes normais. Os
valores observados, tanto na forma leve quanto na forma grave, foram significativamente
maiores que os obtidos em gestantes normais e, ainda maiores na forma grave em relacio
a forma leve das gestantes com pré-eclampsia.

PIGF e VEGF sao importantes mediadores locais de angiogénese na placenta humana
(Shore et al., 1997) e detectados na circulagdo materna. Alteragdes na concentragdo desses
fatores podem representar desenvolvimento anormal da placenta em gestagdes complicadas
por pré-eclampsia (Polliotti et al., 2003). Varios estudos avaliaram niveis de PIGF no soro
ou plasma de gestantes normais e de pacientes com pré-eclampsia, demonstrando valores
de PIGF significativamente menores nas gestantes com pré-eclampsia (Livingston et al.,
2000; Polliotti et al., 2003; Levine et al., 2004; Bersinger & Odegard, 2005; Kim et al.,
2007). Mulheres com pré-eclampsia apresentam relacdo inversa entre niveis plasmaticos de
PIGF e aumento da pressao diastolica (Madazli et al., 2003; Teixeira et al., 2008).

A demonstracdo de baixos niveis de PIGF na forma grave de pré-eclampsia quando
comparada a forma leve, observada no presente trabalho, concorda com resultados de
outros autores que detectaram maior anormalidade desse fator na pré-eclampsia grave
(Robinson et al., 2006). Widmer et al. (2007), em revisdo sistematica da literatura, que
relaciona niveis elevados de sFlt-1 e baixos niveis de PIGF como fatores preditivos de pré-
eclampsia, concluem que os resultados obtidos no terceiro trimestre da gestacdo estdo
associados com essa doenga, especialmente com suas formas graves.

A maioria dos trabalhos da literatura, pertinente ao estudo de fatores pré e anti-
angiogénicos, determina os niveis desses fatores na circulagdo materna com o objetivo de
encontrar marcadores para predicdo do desenvolvimento da pré-eclampsia. Os fatores
angiogénicos mais estudados sio PIGF, VEGF ¢ TGF-B,, enquanto dentre os anti-
angiogénicos estdo o sFlt-1, receptor para VEGF e PIGF e a Endoglina, co-receptor para

TGF-B;. Os resultados obtidos por Kim et al. (2007) mostram que concentragdes



significativamente maiores de Flt-1 e Endoglina soliveis estdo associadas a baixa
produgdo de PIGF e TGF-B, no plasma de gestantes com pré-eclampsia, obtido no
segundo trimestre de gestagdo. Os autores sugerem que as razdes sFlt-1/PIGF e Endoglina/
TGF-B: podem ser empregadas como marcadores para diagndstico precoce dessa
patologia. Segundo Baumann et al. (2007), € crescente o nimero de agentes bioquimicos
avaliados como marcadores para predicdo da pré-eclampsia, porém, nenhum deles ainda
mostrou-se de valor clinico. At¢ o momento, os marcadores séricos mais promissores,
como fator preditivo, sdo a proteina placentaria PP-13, o sFlt-1, o PIGF e a Endoglina,
principalmente quando associados a dopplervelocimetria das artérias uterinas, realizada no
primeiro trimestre da gestacdo. De Vivo et al. (2007) concluiram que Endoglina, PIGF e
sFlt-1, presentes no soro de gestantes normais obtido no periodo de 24 a 28 semanas e,
posteriormente quando essas pacientes desenvolvem os sintomas clinicos de pré-
eclampsia, podem ser utilizados para predizer a doenga, sendo a razdo sFlt-1/PIGF um
indicador mais preciso. A andlise da alteragdo desses fatores em relacdo a idade
gestacional mostra que os niveis séricos de PIGF, avaliados antes e apds o aparecimento
de pré-eclampsia, sdo significativamente mais baixos em gestantes que desenvolvem a
doenga precocemente em relagdo aquelas que a desenvolvem tardiamente (Ohkuchi et al.,
2007; Wikstrom et al., 2007).

Nossos resultados mostram concentragdes elevadas de Endostatina em homogenatos
da placenta de gestantes com pré-eclampsia, sendo esses valores ainda maiores na forma
grave da doenca, quando comparados com a forma leve e com gestantes normais. A
associacdo entre gravidade da pré-eclampsia e niveis elevados de Endostatina também foi
verificada por Mahmound & Abdel-Raouf (2006), que encontraram concentragdes
significativamente maiores desse fator anti-angiogénico no soro de gestantes com pré-
eclampsia grave em comparacdo com a forma leve. Segundo os autores, os niveis elevados
de Endostatina poderiam discriminar pré-eclampsia de gesta¢do normal e a pré-eclampsia
leve da grave. Por outro lado, Hirtenlehner et al. (2003) n3o observaram diferenca
significativa entre as concentragdes de Endostatina de pacientes com pré-eclampsia leve
ou grave, embora os valores encontrados fossem significativamente maiores do que nas
gestantes normais.

Até o momento, ndo ha relatos na literatura sobre a determinagdo desse fator anti-
angiogénico em amostras placentarias de gestantes com pré-eclampsia. Os autores que
encontraram concentracdo elevada de Endostatina no soro de gestantes com pré-eclampsia

sugerem que esses niveis sistémicos aumentados poderiam desempenhar papel importante



na fisiopatologia da pré-eclampsia, por anular os efeitos do VEGF (Hirtenlehner et al.,
2003; Mahmound & Abdel-Raouf, 2006). Estudos empregando culturas de vilos
placentarios, tratadas com Endostatina recombinante, sugerem que esse fator inibidor pode
modular a diferenciacdo do trofoblasto viloso (Pollheimer et al., 2004).

O exame histopatoldgico das placentas de gestantes com pré-eclampsia mostrou
alteracdes representadas por aumento de néds sinciciais, aspecto fibroso do estroma
vilositario, areas de infarto, necrose fibrindide vilosa e presenca de fibrina perivilosa.
Essas alteragdes foram observadas principalmente nas placentas de mulheres pré-
eclampticas com idade gestacional inferior a 34 semanas, enquanto nas placentas com
idade gestacional maior ou igual a 34 semanas e inferior a 37 semanas, as altera¢des foram
discretas. As placentas com idade superior a 37 semanas de gestacdo apresentaram-se
dentro do padrdo histolégico de normalidade, semelhante as de gestantes normais. Esses
resultados sdo concordantes com a literatura. Segundo Roberts & Post (2008), a analise de
placentas de gestantes com pré-eclampsia mostra alteragcdes que podem ser consideradas
grosseiramente normais ¢ histologicamente apropriadas para a idade gestacional. A
patologia placentaria na pré-eclampsia reflete caracteristicas indicativas de isquemia
cronica, como menor peso, presengca de infartos placentarios, de vilos pequenos e
hipermaduros, grande nimero de nds sinciciais e aumento do espacgo interviloso.
Entretanto, essas alteragdes estdo restritas a casos de pré-eclampsia grave pré-termo
(Salafia et al., 1998) e geralmente estdo ausentes em casos de termo ou pos-termo
(Moldenhauer et al., 2003). Nossos resultados mostram que o maior nimero de alteragdes
histopatoldgicas ocorreu nas placentas de gestantes com formas graves de pré-eclampsia,
coincidentemente em sua maioria (84,6%) com diagnostico de pré-eclampsia precoce.

No presente trabalho, pela primeira vez verificou-se que, quando as gestantes
portadoras de pré-eclampsia foram estratificadas em pré-eclampsia precoce e pré-
eclampsia tardia, as concentracdes placentarias de TNF-oe de Endostatina foram
significativamente maiores e, a concentracdo de IL-10 significativamente menor nas
gestantes com pré-eclampsia precoce, corroborando o conceito que a manifesta¢do precoce
da doenga estd relacionada com comprometimento placentario. Além disso, as alteracdes
histopatoldgicas da placenta foram mais evidentes nas gestantes com pré-eclampsia
precoce.

Na pré-eclampsia parece haver um desequilibrio patolégico de fatores teciduais
presentes no microambiente placentario responsaveis pela inducdo de fatores angiogénicos

e mediadores vasoativos (Conrad & Benyo, 1997; Lam et al., 2005). Essas moléculas



atuam local e sistemicamente, promovendo adaptagdo fisioldégica materna a demanda
metabolica e expansdo de volume sanguineo (Teixeira et al., 2008). Alteracdes na
producdo de fatores de crescimento angiogénicos pela placenta apontam a pré-eclampsia

como uma doenca endotelial com conseqiiéncias hipertensivas (Roberts & Lain, 2002).

6. Conclusoes

Os resultados do presente estudo permitiram concluir:
6.1. Placentas de gestantes portadoras de pré-eclampsia precoce apresentam aceleragdo do
seu amadurecimento e lesdes histopatoldgicas de maior gravidade, quando comparadas

com placentas de gestantes portadoras de pré-eclampsia tardia e gestantes normais.

6.2. O desequilibrio entre fatores angiogénicos (PIGF) e anti-antiogénicos (Endostatina),
bem como niveis elevados de TNF-a e baixa producdo de IL-10, detectados em tecido
placentario, podem estar associados com comprometimento da placenta na pré-eclampsia e

com a gravidade da doenga.

6.3. Niveis elevados de TNF-a e Endostatina e valores diminuidos de IL-10 na placenta

caracterizam a pré-eclampsia precoce.

Considerando que a placenta mantém intimo contato com grande quantidade de
sangue periférico materno, ¢ possivel que as concentragdes das citocinas e fatores,
detectadas na placenta, possam representar niveis produzidos tanto por tecidos placentarios
como por células do sangue periférico. A deteccdo de citocinas e fatores pré e anti-
angiogénicos nos tecidos placentarios, por imunohistoquimica, podera confirmar sua

producdo pela placenta e, portanto seu papel na fisiopatologia da pré-eclampsia.
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