
 

 INGRID CRISTINA WEEL 

 

 

 

 

ALTERAÇÕES HISTOPATOLÓGICAS E EXPRESSÃO 

DE CITOCINAS E DE FATORES ANGIOGÊNICOS 

EM PLACENTA DE GESTANTES PORTADORAS DE 

PRÉ-ECLÂMPSIA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Orientadora: Maria Terezinha Serrão Peraçoli 

FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU 

 

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” 
 

UNESP 

 

2013 

 

MESTRADO 



 

 

INGRID CRISTINA WEEL 

 

 

ALTERAÇÕES HISTOPATOLÓGICAS E EXPRESSÃO 

DE CITOCINAS E DE FATORES ANGIOGÊNICOS 

EM PLACENTA DE GESTANTES PORTADORAS DE 

PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Ginecologia, Obstetrícia 

e Mastologia, Área de Concentração – 

Tocoginecologia, Faculdade de Medicina de 

Botucatu, para obtenção do título de 

Mestre. 

Orientadora: Maria Terezinha Serrão Peraçoli 

Co-orientador: José Carlos Peraçoli 

 

FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU 

 

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” 
 

UNESP 

 

2013 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA SEÇÃO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMAÇÃO 
DIVISÃO TÉCNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAÇÃO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP 

BIBLIOTECÁRIA RESPONSÁVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE 
Weel, Ingrid Cristina. 
      Alterações histopatológicas e expressão de citocinas e de fatores 
angiogênicos em placenta de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia / 
Ingrid Cristina Weel. – Botucatu : [s.n.], 2013 
 
 
       Dissertação (mestrado) – Universidade Estadual Paulista, 
Faculdade de Medicina de Botucatu 
       Orientador: Maria Terezinha Serrão Peraçoli 
       Co-orientador: José Carlos Peraçoli 
       Capes: 21104000 
 
       1. Pré-eclâmpsia.  2. Placenta.  3. Citocinas.  4. Neovascularização.              
5. Histopatologia. 6. Útero – Crescimento. 7. Gravidez – Complicações. 
      
                                                                                                                               
Palavras-chave: Pré-eclâmpsia; placenta; citocinas; fatores 
angiogênicos; histopatologia.. 

 
 



1 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trabalho realizado nos laboratórios do Departamento de Microbiologia e 
Imunologia do Instituto de Biociências de Botucatu – UNESP e no 
laboratório de Immunology and Microbiology Testing Unit da Weill Cornell 
Medical Colege – NY, com auxílio da Fundação de Amparo à pesquisa do 
Estado de São Paulo (FAPESP). Processos n° 2010/12892-5, 2010/20207-0 e 
2012/08476-1. 

 

 



2 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

                Dedicatória 
 

 

 

 



3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu primo, Eloy (in memorian), pela vontade incansável de viver sendo 
sempre tão amável e carinhoso, ensinando a todos o verdadeiro valor da 

vida.  

“Viver é construir as rimas da luta de cada dia para afinar o canto e compor 
a vida.” 

-Ivone Boechat- 

 

http://pensador.uol.com.br/autor/ivone_boechat/


4 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Agradecimentos 
 

 

 

 



5 
 

Agradecimento especial 

 
À minha querida orientadora, Maria Terezinha Serrão Peraçoli e ao meu co-

orientador, José Carlos Peraçoli, pelos conselhos, dedicação, carinho, acolhimento e 

pelos ensinamentos acadêmicos e da vida. O meu muito obrigada por terem me orientado 

e por serem pessoas tão especiais que me fizeram chegar onde cheguei. Minhas conquistas 

não teriam ocorrido sem o carinho e dedicação de vocês. Muito obrigada!!! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

Agradecimentos 

 
A Deus, por me lembrar do poder que possuo, por me mostrar que sou protegida, 

guiada e iluminada pela sua presença divina no mais íntimo do meu ser. 

Aos meus pais que com tanto amor, compreensão, carinho, dedicação, incentivo e 

auxílios financeiros fizeram com que os meus estudos, sonhos e desejos se concretizassem. 

Sem o empenho, luta, trabalho e perseverança de vocês minhas conquistas não teriam 

êxito. A vocês, meus grandes inspiradores e exemplos, o meu muito obrigada! Amo vocês!   

Aos meus irmãos, Michael e Patrick, pelos conselhos, apoio, carinho, “broncas” e 

por me proporcionarem uma inigualável e inesquecível convivência por todos estes anos. 

Ao meu namorado, Farid (Tuco), que em tão pouco tempo trouxe amor, carinho, 

dedicação, compreensão, aconchego, conselhos e companheirismo. Muito obrigada por 

estar sempre ao meu lado me ouvindo, apoiando e proporcionando momentos tão 

maravilhosos com muito amor e ternura, tornando cada segundo em momentos especiais. 

Às minhas grandes amigas, Camila (kaka), Juliana (Elma Chips), Mariana 

(Strabik) e Vanessa (Pink), pela amizade verdadeira, consolos, diversão, carinho e 

compreensão vividos nesses anos que estivemos juntas. Muito obrigada por terem se 

tornado a minha família de Botucatu me proporcionando momentos incríveis. 

Aos meus amigos do Laboratório da Imunologia da Reprodução: Célio, Mariana 

Letícia, Priscila, Thaís, Vanessa (Van morena), pelos auxílios em experimentos, e por 

fazerem com que o ambiente de trabalho fosse animado e produtivo.  

Aos meus grandes amigos e companheiros de tantos anos Gisele, Daniel, Everton, 

Lucas, Marcos, Mariana, Marília, Sofia, Suzane e Vanessa, pela amizade maravilhosa que 

cultivamos desde criança e que sempre me apoiaram em minhas decisões, me dando 

conselhos e proporcionando descontração. 

Aos docentes e funcionários do Departamento de Microbiologia e Imunologia e do 

Departamento de Ginecologia e Obstetrícia, por fornecerem todo o suporte necessário 

para o desenvolvimento deste trabalho. 

Aos professores Alexandrina Sartori e José Maurício Sforcin e seus alunos, pela 

disponibilidade e compreensão na utilização do laboratório para a realização deste 

trabalho.  



7 
 

Aos professores Steven Sol Witkin e Rebecca Baergen, pela oportunidade de 

desenvolver projetos na Weill Cornell Medical College, New York Presbyterian Hospital, 

USA. 

Aos funcionários do Departamento de Pós-graduação, pela ajuda e 

disponibilidade. 

Ao Programa de Pós-graduação em Ginecologia, Obstetrícia e Mastologia da 

Faculdade de Medicina de Botucatu, pela oportunidade da realização deste trabalho de 

Mestrado. 

Às gestantes, que participaram deste trabalho, fazendo com que este estudo se 

tornasse possível.  

Às maternidades da Santa Casa de Misericórdia de Botucatu, SP e maternidade do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP pela 

disponibilidade na execução deste trabalho. 

À FAPESP, pelo auxílio financeiro concedido para a realização deste trabalho. 

Processos n° 2010/12892-5, 2010/20207-0 e 2012/08476-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

 

SUMÁRIO 
Capítulo 1............................................................................... 12 

     Resumo.............................................................................................. 13 

     Abstract.............................................................................................. 14 

1. Introdução..................................................................................... 15 

2. Objetivo......................................................................................... 18 

3. Sujeitos e métodos........................................................................ 18 

3.1. Sujeitos................................................................................ 18 

3.2. Critérios de inclusão............................................................ 19 

3.3. Critérios de exclusão........................................................... 19 

3.4. Dosagem de proteinúria...................................................... 19 

3.5. Colheita e processamento das amostras de tecido placentário 19 

3.6. Análise histopatológica da placenta.................................... 19 

3.7. Avaliação do peso dos recém-nascidos.............................. 20 

3.8. Análise estatística................................................................ 20 

4. Resultados...................................................................................... 20 

4.1. Características das gestantes.............................................. 20 

4.2. Análise histopatológica da placenta de gestantes normotensas 

e de portadoras de PE.................................... 

21 

5. Discussão........................................................................................ 26 

6. Referências..................................................................................... 30 

Capítulo 2................................................................................. 37 

     Resumo................................................................................................ 38 

     Abstract................................................................................................ 40 

1. Introdução....................................................................................... 42 

2. Objetivo........................................................................................... 46 

3. Sujeitos e métodos.......................................................................... 46 

3.1. Sujeitos.................................................................................. 46 

3.2. Critérios de inclusão.............................................................. 47 

3.3. Critérios de exclusão............................................................. 47 

3.4. Dosagem de proteinúria........................................................ 47 



9 
 

3.5. Colheita e processamento das amostras de tecido placentário 48 

3.6. Análise imunoistoquímica 48 

3.7. Análise estatística................................................................ 49 

4. Resultados...................................................................................... 50 

4.1. Características das gestantes.............................................. 50 

4.2. Local da expressão de citocinas e fatores angiogênicos..... 50 

4.3. Análise da expressão quantitativa de citocinas e fatores 

angiogênicos em cortes histológicos de placenta................  

54 

5. Discussão....................................................................................... 56 

6. Referências..................................................................................... 60 

7. Anexos............................................................................................ 67 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Há pessoas que choram por saber que as rosas têm espinho,  
Há outras que sorriem por saber que os espinhos têm rosas!” 

-Machado de Assis- 
 

http://pensador.uol.com.br/autor/machado_de_assis/


11 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo  1 

 

 

 



12 
 

                         
ANÁLISE COMPARATIVA DE LESÕES 

PLACENTÁRIAS EM GESTANTES COM PRÉ-
ECLÂMPSIA PRECOCE E TARDIA 

 
 

 

COMPARATIVE ANALYSIS OF PLACENTAL LESIONS IN 

PREGNANT WOMEN WITH EARLY AND LATE-ONSET 

PREECLAMPSIA 
 

 

 

Ingrid Cristina Weel1; Mariana Romão1; Vera Therezinha Medeiros Borges1; 

Steven Sol Witkin3; José Carlos Peraçoli1; Rebecca Baergen4; Maria Terezinha 

Serrão Peraçoli2 

 

 
1Departamento de Ginecologia e Obstetrícia – Faculdade de Medicina de 

Botucatu – UNESP - Universidade Estadual Paulista, Botucatu, São Paulo, Brasil, 

CEP 18618-970 

 
2Departamento de Microbiologia e Imunologia – Instituto de Biociências, UNESP- 

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, São Paulo, Brasil, CEP 18618-970 

 
3Department of Obstetrics and Gynecology, Weill Cornell Medical College – New 

York Presbyterian Hospital, New York, USA. 

 
4Department of Pathology and Laboratory Medicine, Weill Cornell Medical College 

– New York Presbyterian Hospital, New York, USA. 



13 
 

RESUMO 
A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome específica da gestação humana, 

caracterizada pelo aparecimento de hipertensão arterial e proteinúria após a 20ª. 

semana de gestação. É aceito que esta patologia tem origem na placenta, 

provavelmente em decorrência de fatores envolvidos na sua formação e 

desenvolvimento. O presente projeto teve como objetivo: 1) Avaliar 

comparativamente a histopatologia de lesões placentárias em gestantes 

portadoras de PE e gestantes normotensas; 2) Comparar a frequência de recém-

nascidos com restrição de crescimento intrauterino entre os grupos de gestantes 

estudados. Foram avaliadas 140 gestantes, sendo 20 normotensas e 120 com 

PE. As gestantes com PE foram classificadas de acordo com o aparecimento das 

manifestações clínicas em PE precoce (< 34 semanas de gestação - n=40) e PE 

tardia (≥ 34 semanas de gestação – n= 80). Um fragmento de placenta foi obtido 

imediatamente após o parto e preparado para análise histopatológica, sendo os 

cortes histológicos de 4m de espessura colocados sobre lâmina histológica para 

coloração pelo método de Hematoxilina - Eosina (HE). O exame histológico das 

placentas mostrou que as patologias mais frequentemente encontradas em 

gestantes com PE foram aumento de vilos com nós sinciciais, infarto, aumento de 

depósito de fibrina e hipoplasia de vilos distais. Placentas de gestantes portadoras 

de PE precoce apresentaram maior percentagem de vilos com aumento de nós 

sinciciais para a idade gestacional em comparação a gestantes normotensas e 

com PE tardia. O infarto placentário e a hipoplasia de vilos distais foram mais 

frequentes em gestantes portadoras de PE quando comparadas às normotensas, 

enquanto o depósito de fibrina foi maior em gestantes com PE precoce do que 

nas com PE tardia. Além disso, a percentagem de recém-nascidos com restrição 

de crescimento intrauterino foi significativamente maior (37,8%) em gestantes 

com PE precoce do que nas com PE tardia (14,3%). Em conjunto, os resultados 

mostram que gestantes portadoras de PE precoce apresentam placentas com 

maior número de lesões e de recém-nascidos com restrição de crescimento 

intrauterino em relação às com PE tardia, confirmando que a PE precoce pode ser 

considerada uma patologia com manifestações mais graves do que a PE tardia. 

 

Palavras chave: pré-eclâmpsia, placenta, nós sinciciais, restrição de crescimento 

intrauterino 
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ABSTRACT 
Preeclampsia (PE) is a specific syndrome of human pregnancy, 

characterized by the onset of hypertension and proteinuria after the 20th week of 

gestation. It is accepted that this disease originates in the placenta, probably due 

to factors involved in its formation and development. The objectives of the present 

study were: 1) To evaluate the histopathology of placental lesions in pregnant 

women with PE and in normotensive pregnant women; 2) To compare the 

frequency of newborns with intrauterine growth restriction among the groups of 

pregnant women studied. One hundred and forty pregnant women were evaluated, 

of whom 20 were normotensive and 120 were preeclamptic. Pregnant women with 

PE were classified according to the appearance of clinical manifestations in early-

onset PE (<34 weeks of gestation - n = 40) and late-onset PE (≥ 34 weeks 

gestation - n = 80). A fragment of placenta was obtained immediately after delivery 

and prepared for histopathological analysis. Placental sections of 4m were 

placed on a slide for hematoxylin - eosin (HE) staining. Histological examination of 

placentas showed that the most frequently alterations found in patients with PE 

were increase villous with syncytial knots, infarction, increased fibrin deposits and 

distal villi hypoplasia. Placenta of pregnant women with early-onset PE showed 

higher percentage of villous with syncytial knots for gestation age compared with 

late-onset PE and normotensive pregnant women. Infarct and distal villi hypoplasia 

were more frequent in placenta of pregnant women with PE, whereas fibrin 

deposits were significantly increased in women with early-onset PE than in late-

onset PE. Moreover, the percentage of newborns with intrauterine growth 

restriction was higher (37.8%) in patients with early–onset PE than in late-onset 

PE (14.3%). Together the results show that pregnant women with early-onset PE 

showed placentas with higher percentage of lesions and newborns with 

intrauterine growth restriction compared with the late-onset PE, confirming that 

early-onset PE can be considered a pathology with more severe manifestations 

than the late-onset PE. 

 

Keywords: preeclampsia, placenta, syncytial knots, intrauterine growth restriction 

 

 

 



15 
 

1. INTRODUÇÃO 

A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome que incide entre 5%   e 7% das 

gestações humanas, sendo uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade, tanto materna como perinatal (Sibai et al., 2005; Saito et al., 2007; 

Unal et al., 2007). É uma doença sistêmica, caracterizada por múltiplas alterações 

no organismo materno e clinicamente identificada por hipertensão arterial e 

proteinúria, que se manifestam após a 20ª. semana de gestação (Rein et al., 

2003; Paternoster et al., 2004). 

Classicamente, a PE é classificada em leve e grave, de acordo com 

parâmetros clínicos e laboratoriais, e a presença de comprometimento fetal 

(ACOG, 2002; Ogge et al., 2011). Um conceito recente classifica a PE em 

precoce e tardia, considerando a idade gestacional no momento do aparecimento 

das manifestações clínicas da doença, isto é, antes da 34ª. ou a partir da 34ª. 

semana de gestação, respectivamente (von Dadelszen et al., 2003; Huppertz, 

2008).  

Acredita-se que essas duas entidades diferem quanto suas etiologias e 

quanto às formas de manifestação da doença (von Dadelszen et al., 2003; 

Huppertz, 2008). A PE de início precoce está geralmente associada com Doppler 

anormal da artéria uterina, fetos com restrição de crescimento intrauterino (RCIU) 

e resultados maternos e neonatais ruins (Murphy & Stirrat, 2000; Ness & Sibai, 

2006). Por outro lado, a PE de início tardio está frequentemente associada com 

índice de resistência uterina normal ou discretamente aumentado, baixa taxa de 

comprometimento fetal e resultados perinatais mais favoráveis (Sibai et al., 2005; 

Ness & Sibai, 2006). 

Dados da literatura indicam que, quando a PE tem início precoce pode ser 

uma doença qualitativamente diferente, o que é reforçado por observações de 

que a fisiopatologia da PE de início precoce difere da de início tardio, em termos 

de função neutrofílica (von Dadelszen et al., 2003), níveis de citocinas (Vince et 

al., 1995; Peraçoli et al., 2007; 2008) e maior prevalência de lesões placentárias 

(Moldenhauer et al., 2003). Também existe evidência epidemiológica que a PE de 

início precoce (<28 sem) está associada com maior risco de recorrência em 

gestações posteriores (Sibai, 1992; Redman & Sargent, 2005) e aumento do risco 
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de desenvolver doença cardiovascular e morte (Sibai, 1992; Irgens et al., 2001; 

Smith et al., 2001). 

Durante a placentação normal, as arteríolas espiraladas maternas são 

invadidas pelas células trofoblásticas, resultando em remodelação desses vasos 

que assegura o suprimento sanguíneo adequado para a unidade fetoplacentária. 

Por outro lado, em gestantes com PE a invasão trofoblástica é inadequada, 

gerando defeitos na remodelação da arteríola espiralada e resultando em má 

perfusão e isquemia (George & Granger, 2011).  

Roberts & Hubel (1999) sugerem que a PE tem como fator inicial a hipóxia 

placentária, decorrente do baixo fluxo sanguíneo útero-placentário. Assim, a 

placenta desempenha papel essencial nessa doença, pois problemas na 

implantação e no processo de placentação culminam em redução da perfusão 

sanguínea e, portanto, em hipóxia/isquemia placentária (Amash et al., 2007; 

Gilbert et al., 2008; Ogge et al., 2011), que determina a liberação de fatores 

citotóxicos na circulação materna.   

Na PE, as alterações placentárias encontradas com maior frequência são 

infarto, trombose intervilosa, aumento de nós sinciciais, presença de necrose 

fibrinóide (Vinnars et al., 2008; Souza et al., 2011), aumento no depósito de fibrina 

e hipoplasia dos vilos distais (Akhlaq et al., 2012). 

Os nós sinciciais são definidos como agregados de núcleos do 

sinciciotrofoblasto, localizados na superfície das vilosidades terminais e que estão 

associados com condições de má perfusão útero-placentária (Loukeris et al., 

2010). Fazem parte da estrutura da placenta e são considerados indicadores de 

maturação placentária. Não se conhece como os nós sinciciais são formados e 

qual sua função. Entretanto, são interpretados como um fenômeno degenerativo 

(Spanos et al., 2002), um processo de envelhecimento (Huppertz, 2010) e de 

hiperplasia sincicial, e como resposta à isquemia ou hipoxia trofoblástica (Sankar 

et al., 2012). A aceleração da maturação dos vilos placentários é considerada um 

marcador histológico de insuficiência placentária e responsável pelo parto 

prematuro (Morgan et al., 2012).  

O infarto placentário, causado pelo baixo fluxo sanguíneo, caracteriza-se 

por área de necrose isquêmica dos vilos (Souza et al., 2011; Vinnars et al., 2011). 

A deposição de material fibrinóide entre os vilos ocorre em todas as placentas, 

como resultado da cascata de coagulação, da degeneração sinciciotrofoblástica 



17 
 

ou da secreção trofoblástica (Souza et al., 2011). A hipoplasia de vilos distais 

caracteriza-se pela diminuição do diâmetro das vilosidades distais, que resulta em 

aumento do espaço interviloso (Edline et al., 2004). 

A isquemia placentária, presente na PE, é a causa mais comum da 

restrição de crescimento fetal associada a essa patologia (Redman & Sargent, 

2005; Sibai et al., 2005; Ophir et al., 2006; Kinzler & Vintzileos, 2008; Roberts & 

Post, 2008). 

Ananth et al. (2007) definiram como síndrome da doença isquêmica 

placentária o processo que pode se manifestar clinicamente como PE, restrição 

de crescimento fetal e descolamento prematuro de placenta. Embora a 

manifestação clínica da doença isquêmica placentária ocorra na segunda metade 

da gestação, a sua fisiopatologia tem origem na primeira metade da mesma 

(Kinzler & Vintzileos, 2008). Tanto na PE como na restrição de crescimento fetal a 

angiogênese e o desenvolvimento da placenta estão alterados, sugerindo a 

ocorrência de desbalanço entre fatores pró e anti-angiogênicos nessas 

intercorrências.  

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento 

placentário (PlGF) são importantes proteínas angiogênicas relacionadas com o 

desenvolvimento vascular durante a invasão trofoblástica (Tsatsaris et al., 2003) e 

responsáveis pelo desenvolvimento placentário normal (Masuyama et al., 2006). 

Por outro lado, o fator solúvel fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt1), ao se ligar ao 

VEGF e PlGF, age como inibidor da angiogênese, reduzindo os níveis dos 

mesmos e consequentemente, atuando como inibidor direto da invasão 

citotrofoblástica (Zhou et al., 2002) e determinando quebra da homeostase 

endotelial sistêmica, observados na PE (Silasi et al., 2010). De acordo com 

Roberts & Post (2008), a avaliação histológica da placenta em gestações 

complicadas por hipertensão arterial materna ou restrição de crescimento fetal 

pode trazer informações sobre a fisiopatologia da doença, predizer a recorrência 

da mesma e identificar condutas específicas para o cuidado clínico da mãe e do 

recém-nascido. 

Considerando que a restrição de crescimento é uma manifestação tardia 

consequente ao desenvolvimento placentário anormal e precoce (Kinzler & 

Vintzileos, 2008), o estudo da associação entre restrição de crescimento fetal e 

presença de lesões relacionadas com a má perfusão placentária, poderá 
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contribuir para melhor compreensão dos mecanismos envolvidos nas 

manifestações precoce e tardia da PE.  

 
2. OBJETIVO 

Comparar a histopatologia das lesões placentárias e a frequência de 

recém-nascidos com restrição de crescimento intrauterino em gestantes 

portadoras de PE precoce e tardia. 

 

3. SUJEITOS E MÉTODOS 
3.1. Sujeitos  

No período de março de 2011 a agosto de 2012 foram coletados 

fragmentos de placenta de 20 gestantes normotensas, 40 portadoras de PE 

precoce e 80 portadoras de PE tardia, que realizaram assistência ao parto na 

maternidade da Santa Casa de Misericórdia de Botucatu, SP e na maternidade do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e tiveram a 

resolução da gestação por cesariana. 

A idade gestacional dos grupos estudados foi estabelecida pela data da 

última menstruação e/ou exame ultrasonográfico precoce (<20 semanas de 

gestação). 

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem 

antecedente de hipertensão arterial, manifestaram hipertensão arterial (≥140/90 

mmHg) associada à proteinúria ( 300 mg em urina coletada durante 24 horas), 

após a 20ª. semana de gestação (NHBPEP, 2000). A PE foi classificada em 

precoce e tardia segundo o momento do diagnóstico das manifestações clínicas, 

isto é, antes da 34ª. ou a partir da 34ª. semana de gestação, respectivamente 

(Hupertz, 2008). 

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas 

quanto à finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo do Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP (Protocolo no. 278/11-

CEP).  
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3.2. Critérios de Inclusão  
Grupo de gestantes saudáveis (normotensas): mulheres com gestação 

única, sem complicações clínicas ou obstétricas.  

Grupo estudo (pré-eclâmpsia): mulheres com gestação única e portadoras 

de PE, sem outras complicações clínicas ou obstétricas. 

 

3.3. Critérios de Exclusão 
Apresentar qualquer intercorrência obstétrica ou clínica, com exceção de 

PE tais como: gestação gemelar, PE anterior, hipertensão crônica, diabetes, 

doenças renais, má-formação fetal, doenças infecciosas, soropositividade para 

HIV e uso de drogas e álcool ou não ter a gestação resolvida no Serviço de 

Obstetrícia do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – UNESP ou na maternidade da Santa Casa de 

Misericórdia de Botucatu, SP. 

 
3.4. Dosagem da Proteinúria 
A proteinúria em urina de 24 horas foi quantificada por método 

colorimétrico, no sistema de automação Technicon RAXT, do Laboratório de 

Análises Clínicas do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, 

UNESP. 

 

3.5. Colheita e processamento das amostras de tecido placentário  
 A amostra de tecido placentário, abrangendo as faces materna e fetal, foi 

colhida imediatamente após a dequitação. Os fragmentos de placenta, cortados a 

partir do centro da mesma, em forma de triângulo, com auxílio de um bisturi 

cirúrgico, foram imediatamente colocados em recipiente estéril, contendo formol 

tamponado para transporte até o laboratório. 
  
3.6. Análise histopatológica da placenta  
Os fragmentos placentários foram fixados em formol tamponado com 

fosfato a 10% por 48 horas e submetidos a processo de lavagem em água 

corrente por 24 horas. Em seguida, foram desidratados em álcool, diafanizados 

em xilol e incluídos em parafina. Os cortes histológicos de 4m de espessura 

foram colocados sobre lâmina histológica para coloração pelo método de 
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Hematoxilina - Eosina (HE). O exame histológico foi realizado pelo pesquisador 

sem conhecimento prévio do grupo ao qual a gestante pertencia, das informações 

clínicas e da idade gestacional. As variáveis histológicas avaliadas foram: 

presença de nós sinciciais, infarto, depósito de fibrina e hipoplasia de vilos distais.   

 

3.7. Classificação dos recém-nascidos 
 Para identificação de restrição de crescimento intrauterino, os recém-

nascidos das gestantes normotensas e das portadoras de PE foram avaliados 

imediatamente após o parto por neonatologista e classificados segundo a curva 

de crescimento de Lubchenco et al. (1963). Assim, foram classificados em 

pequenos para idade gestacional - PIG (peso abaixo do percentil 10), adequados 

para idade gestacional - AIG (peso entre os percentis 10 e 90) e grandes para 

idade gestacional - GIG (peso acima do percentil 90). 
 

3.8. Análise estatística 

Os resultados referentes às características das gestantes normotensas e 

portadoras de PE precoce e tardia foram analisados empregando-se testes não 

paramétricos. Na comparação das proporções obtidas no estudo da histopatologia 

das lesões e da restrição de crescimento intrauterino utilizou-se o teste de qui-

quadrado, com correção de Pearson quando necessário. Para todas as análises 

foi utilizado o programa estatístico INSTAT, GraphPad, San Diego, CA, USA 

(2000), com nível de significância de 5%. 

 

4. RESULTADOS 
4.1. Características das gestantes 
As características das gestantes estudadas, estratificadas em normotensas 

e portadoras de PE precoce (<34 semanas) e PE tardia (≥34 semanas), 

encontram-se na Tabela 1. 

A idade materna foi semelhante nos três grupos analisados. A idade 

gestacional do grupo com PE precoce foi significativamente diferente dos grupos 

de gestantes normotensas e com PE tardia. As gestantes com PE precoce 

apresentaram concentração de proteinúria (3.960 mg/24h) significativamente 

maior que aquelas com PE tardia (720 mg/24 h) e normotensas (<300 mg/24 h).    
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Tabela 1. Características das gestantes estudadas. 

 

 Gestantes 

Características Normotensas PE precoce 
 

PE tardia 
 

 n=20 n=40 n=80 

 
Idade (anos) 

 
30 

 (23 – 40) 

 
24 

 (13 – 36) 

 
25 

 (14 – 45) 

Idade gestacional 
(semanas) 

38 
(36 – 40) 

31 * 
(27 – 33) 

 
37 

 (34 – 42) 
 

Proteinúria 
(mg/24 horas) < 300 

 
3.960 ** 

(320 – 22.520) 

 
720 

 (300 –9.520) 

Os valores de idade materna, idade gestacional e proteinúria estão expressos em 
mediana, com os valores mínimo e máximo entre parênteses. 

* (p<0,05) vs PE tardia e NT (teste de Kruskal-Wallis)     
** (p<0,01) vs PE tardia e NT (teste de Kruskal-Wallis) 

 

4.2. Análise histopatológica da placenta de gestantes normotensas e 
portadoras de PE 

O exame histopatológico das placentas de gestantes com PE mostrou que 

as alterações predominantes foram aumento de nós sinciciais, infarto, aumento de 

depósito de fibrina e hipoplasia de vilos distais (Figura 1). 
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Figura 1. Fotomicrografia representativa da histopatologia placentária de gestantes 

normotensas e portadoras de PE. A) Aumento de nós sinciciais (setas) em placenta de 

gestante portadora de PE com 29 semanas de gestação (HE – 200x). B) Presença de 

poucos nós sinciciais (seta) em placenta de gestante portadora de PE com 36 semanas 

de gestação. C) Infarto placentário (setas) de gestante com 33 semanas de gestação e 

portadora de PE (HE – 200x). D) Aumento de depósito de fibrina (setas) em placenta de 

gestante portadora de PE com 30 semanas de gestação (HE – 200x). E) Hipoplasia de 

vilos distais (setas) em placenta de gestante portadora de PE com 36 semanas de 

gestação (HE – 200 x). F) Presença de nós sinciciais (setas) em placenta de gestante 

normotensa com 38 semanas de gestação. 
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Na determinação da percentagem de vilos contendo nós sinciciais foram 

contados os vilos que apresentavam cinco ou mais nós sinciciais em 100 vilos do 

corte histológico. Os nós sinciciais foram definidos como aglomerados de cinco ou 

mais núcleos com projeções periféricas dos vilos que não estavam em contato 

com outro vilo adjacente (Loukeris et al., 2010). O infarto viloso foi definido como 

a região isquêmica das vilosidades, envolvida por sangue coagulado, e foi 

classificado quanto a sua presença ou ausência nos cortes histológicos. O 

depósito de fibrina periviloso foi identificado pela presença de acúmulo de material 

fibrinóide ao redor das vilosidades e foi considerado aumentado quando mais de 

um quarto das vilosidades estavam total ou parcialmente envolvidas. Na análise 

de hipoplasia dos vilos distais foram comparadas as placentas de gestantes 

normotensas com as das portadoras de PE. Considerou-se hipoplasia quando os 

vilos se apresentavam pequenos para a idade gestacional. 

A percentagem de vilos com nós sinciciais de gestantes portadoras de PE 

precoce, detectados nos períodos entre 24 e 28 semanas (37,4%) e entre 29 e 33 

semanas (35,3%) foi elevada e semelhante à das gestantes normotensas (44,2%) 

e portadoras de PE tardia com idade gestacional a partir de 37 semanas (37,7%). 

A ocorrência de nós sinciciais foi maior em gestantes portadoras de PE precoce 

quando comparada às gestantes portadoras de PE entre 34 e 36 semanas de 

gestação. Nesse período, a percentagem de vilos com nós sinciciais foi 

significativamente menor em gestantes com PE tardia (24,7%), quando 

comparadas às gestantes normotensas (44,2%) e pré-eclâmpticas com idade 

gestacional a partir de 37 semanas (37,7%). Houve aumento do número de nós 

sinciciais nas placentas de gestantes com PE tardia a partir de 37 semanas de 

gestação (40%), semelhante aos valores apresentados por gestantes 

normotensas avaliadas no mesmo período (Figura 2). 
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Figura 2. Percentagem de vilos com nós sinciciais segundo a idade gestacional de 

gestantes normotensas e portadoras de PE. 

@(p<0,05) vs 24-28 semanas PEP, 29-33 semanas PEP, 37-38 semanas PET e NT, >38 

semanas PET e NT. 

NT- Normotensa; PEP- pré-eclâmpsia precoce; PET- pré-eclâmpsia tardia. 
 
 

A percentagem de alterações placentárias de gestantes portadoras de PE 

precoce e tardia em relação às gestantes normotensas está representada na 

Figura 3. A frequência de infarto placentário foi significativamente maior nos dois 

grupos de gestantes portadoras de PE quando comparados ao grupo de 

gestantes normotensas. O depósito de fibrina foi significativamente mais 

acentuado nas gestantes portadoras de PE precoce quando comparadas às 

gestantes normotensas e com PE tardia. A percentagem de hipoplasia dos vilos 

distais apresentou diferença significativa entre as gestantes normotensas e as 

portadoras de PE precoce e tardia.  
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Figura 3. Alterações predominantes em placentas de gestantes portadoras de PE. 

*(p<0,05) vs NT;  # (p<0,001) vs NT e PET. 

NT- Normotensa; PEP- pré-eclâmpsia precoce; PET- pré-eclâmpsia tardia. 
 

 

 
A análise da presença de restrição de crescimento intrauterino revelou que 

os recém-nascidos de gestantes portadoras de PE precoce apresentaram 

percentagem significativamente maior (37,8%) de restrição de crescimento 

intrauterino quando comparada com a de recém-nascidos de gestantes 

portadoras de PE tardia (14,3%). Os recém-nascidos de gestantes normotensas 

não apresentaram restrição de crescimento intrauterino (Figura 4).   
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Figura 4. Percentagem de recém-nascidos com restrição de crescimento intrauterino 

em gestantes normotensas e em portadoras de PE precoce e tardia.  

# (p<0,01) vs NT e PET. 

NT- Normotensa; PEP- Pré-eclâmpsia precoce; PET- Pré-eclâmpsia tardia. 
 
 

 

5. DISCUSSÃO 
Embora a etiopatologia da PE ainda não esteja claramente definida, há 

evidências de que a presença da placenta seja o principal fator responsável pelo 

aparecimento e a gravidade da doença (Redman & Sargent, 2005; Heazell et al., 

2006). A remodelação inadequada das arteríolas espiraladas na PE pode induzir 

hipóxia placentária e estresse oxidativo, que causam a liberação de fatores 

placentários, como o receptor de VEGF solúvel (sVEGFR-1 ou Flt1) (Maynard et 

al., 2003; Makris et al., 2007), a endoglina solúvel (sEng) (Venkatesha et al., 

2006), citocinas pró-inflamatórias (Benyo et al., 2001; Hung et al., 2004) e debris 

do trofoblasto (Knight et al., 1998; Redman & Sargent, 2000; Borzychovski et al., 

2006). Esses fatores contribuem para o desencadeamento da resposta 

inflamatória sistêmica intravascular (Redman et al., 1999; Schiessl et al., 2006), a 
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ativação de leucócitos (Sacks et al., 1998; Gervasi et al., 2001) e para a disfunção 

endotelial (Roberts, 1998; Khan et al., 2005), responsáveis pela característica 

multisistêmica da doença. 

O presente estudo mostrou que as principais alterações histopatológicas 

placentárias nas gestantes portadoras de PE, quando comparadas às gestantes 

normotensas, foram o aumento da percentagem de número de nós sinciciais, de 

infarto, de depósito de fibrina e de hipoplasia de vilos distais. Entre as gestantes 

pré-eclâmpticas, o aumento de nós sinciciais e de depósito de fibrina foi 

significativamente maior nas gestantes com PE precoce. Essas gestantes, 

quando avaliadas nos períodos entre 24 e 28 semanas e entre 29 e 33 semanas, 

apresentaram altas percentagens de nós sinciciais. Essas estruturas estão 

associadas com condições de má perfusão útero-placentária, sinalizando o 

aumento de seu número o amadurecimento precoce da placenta (Loukeris et al., 

2010). Os nós sinciciais são raramente vistos em vilos de placenta imatura, 

aumentam gradualmente com a idade gestacional e estão presentes entre 10% e 

30% dos vilos terminais na gestação de termo (Jain et al., 2007). De acordo com 

Corrêa et al. (2008), o aumento de nós sinciciais é observado em placentas de 

termo e em gestações prematuras, mostrando correlação positiva com a 

gravidade da hipertensão arterial. Considerando que a PE precoce está 

geralmente associada aos casos mais graves da doença (Hall et al., 2006), os 

resultados obtidos no presente trabalho sugerem que as altas percentagens de 

vilos com aumento de nós sinciciais, observadas nas placentas de gestantes com 

PE precoce, podem ser decorrentes das formas mais graves da doença 

associadas às condições de má perfusão útero-placentária, que causam 

maturação acelerada dos vilos placentários.  

Quando os resultados deste trabalho foram comparados com os de 

Loukeris et al. (2010), que padronizaram valores de referência de nós sinciciais 

em placenta de gestantes normais com idade gestacional variando entre 20 e 40 

semanas de gestação, observou-se um grande contraste entre gestantes 

normotensas e portadoras de PE. A percentagem média de vilos com nós 

sinciciais obtida por esses autores em gestantes normais no período de 26 a 34 

semanas de gestação variou de 11,4% a 18,1%, enquanto que as gestantes 

portadoras de PE precoce, do nosso estudo, apresentaram valores de 37,4% e 

35,3% nos períodos de 24 a 28 semanas e de 29 a 33 semanas, respectivamente. 
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As gestantes portadoras de PE tardia com idade gestacional entre 34 e 36 

semanas apresentaram percentagem de nós sinciciais significativamente menor 

em comparação às gestantes portadoras de PE precoce e às gestantes 

normotensas e com PE tardia, com idade gestacional maior que 37 semanas. 

Essa menor percentagem de vilos contendo nós sinciciais, verificada nas 

gestantes com PE tardia (24,7%), poderia estar relacionada a casos mais leves 

de PE ou ainda por apresentarem idade gestacional menor que 37 semanas, 

quando a percentagem de nós sinciciais nos vilos de gestantes normais varia 

entre 12% e 26% (Loukeris et al. (2010). Após 37 semanas de gestação, as 

gestantes portadoras de PE tardia e as normotensas apresentaram percentagens 

de nós sinciciais semelhantes, provavelmente por estarem mais próximas do final 

da gestação.   

O infarto placentário ocorre devido ao baixo fluxo sanguíneo que chega à 

placenta (Souza et al., 2011), produzindo  isquemia útero-placentária, sendo 

comum em placentas de gestantes portadoras de PE grave (Mateus et al., 2008). 

Os resultados do presente estudo revelaram que as gestantes portadoras de PE 

precoce e tardia apresentaram percentagens significativamente aumentadas de 

infarto placentário em relação às normotensas, o que pode estar relacionado à 

isquemia placentária presente em pacientes com PE devido ao baixo fluxo 

sanguíneo destinado à placenta (Roberts & Hubel, 1999), resultando em hipóxia 

placentária. Esse estudo corrobora com o estudo de Vinnars et al. (2011), em que 

a presença de infarto foi maior em gestantes portadoras de PE quando 

comparadas às normotensas. Em contrapartida, estudo realizado por van der 

Merwe et al. (2010) mostrou que a presença de infarto aumentou em pacientes 

com PE precoce quando comparadas com PE tardia e com normotensas. Desta 

forma, os infartos presentes em placentas de gestantes portadoras de PE podem 

representar uma placentação inadequada, comprometendo o sucesso da 

gestação. 

O depósito de fibrina apresentou aumento significativo em placenta de 

gestantes portadoras de PE precoce quando comparado às gestantes 

normotensas e portadoras de PE tardia. Sikkema et al. (2002) também 

observaram aumento do depósito de fibrina em gestantes portadoras de PE. O 

depósito de fibrina é considerado um produto da coagulação sanguínea materna 

(Frank et al., 1994; Souza et al., 2011) e sua formação ocorre pela degeneração 
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sinciciotrofoblástica devido à hipóxia resultante do mau suprimento sanguíneo 

(Castelluci & Kaufmann, 1995). Na PE, a placenta expressa intenso estresse 

oxidativo (Burton & Jauniaux, 2004; Myatt & Cui, 2004), resultante de lesão 

causada por hipoxia e reperfusão (Burton & Hung, 2003). Assim, o aumento de 

depósito de fibrina na PE precoce pode comprometer o desenvolvimento 

placentário ao dificultar o aporte sanguíneo destinado a esse órgão. 

A maior percentagem de placentas com hipoplasia dos vilos distais 

encontrada nas gestantes com PE precoce quando comparadas às normotensas 

concorda com os resultados de Akhlaq et al. (2012). A ocorrência dessa alteração 

placentária está associada com o baixo fluxo sanguíneo destinado ao feto, 

provavelmente devido à má placentação, que pode dificultar, ainda mais, o 

suprimento sanguíneo placentário já que os vilos se encontram diminuídos. 

Os resultados do presente trabalho mostram que as gestantes com PE 

precoce apresentaram maior frequência de lesões placentárias relacionadas à 

má-perfusão materna do que as com PE tardia e concordam com os de Ogge et 

al. (2011). Esses autores demonstraram que o envolvimento placentário 

determinado pela análise das lesões histopatológicas diferencia PE precoce da 

PE tardia e que a prevalência das lesões diminui com o avanço da idade 

gestacional. Assim, quanto menor a idade gestacional no momento do parto, 

maior a frequência de lesões placentárias consistentes com a má perfusão 

materna e a gravidade da PE.     

A classificação da PE em precoce e tardia tem um significado prognóstico 

importante, uma vez que o aparecimento precoce da doença está associado com 

maior morbidade e mortalidade do que o aparecimento tardio (Ogge et al., 2011). 

O risco de recém-nascidos pequenos para a idade gestacional é maior com o 

desenvolvimento precoce da PE (Yu et al., 2008) e a morbidade e mortalidade 

neonatais em gestações complicadas por PE estão relacionadas com a idade 

gestacional no momento do parto (Ganzevoort et al., 2006; Sibai et al., 2008).  

A associação entre PE e restrição de crescimento fetal já está bem 

estabelecida (Ferrazani et al., 2000; Ophir et al., 2006; Krielessi et al., 2012), 

existindo correlação entre placentação deficiente e recém-nascido pequeno para 

a idade gestacional (Redman & Sargent, 2005). Neste trabalho a percentagem de 

recém-nascidos com restrição de crescimento foi significativamente maior em 

gestantes portadoras de PE precoce e corroboram com os estudos de Kovo et al. 
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(2012), mostrando maior percentagem de restrição de crescimento fetal associada 

com lesões placentárias decorrentes de alterações do suprimento sanguíneo fetal 

e materno.  A comparação da percentagem de recém-nascidos com restrição de 

crescimento com as alterações placentárias em gestantes portadoras de PE 

precoce mostrou maior ocorrência de alterações como aumento de nós sinciciais 

e aumento de depósito de fibrina. Esses resultados sugerem que os índices de 

restrição de crescimento podem ser decorrentes das condições extremas de 

isquemia placentária, que afetam o fluxo sanguíneo destinado ao feto, evidentes 

em pacientes portadoras de PE precoce. As condições de isquemia placentária, 

presentes principalmente nessas gestantes, levam a altos índices de restrição de 

crescimento fetal estando o aumento da frequência destas alterações envolvido 

no desenvolvimento do feto. De acordo com Moscuzza et al. (2011) e Adams-

Chapman et al. (2002), a insuficiência placentária pode causar restrição do 

crescimento fetal e hipóxia fetal crônica, resultando em um conjunto de patologias 

que vão desde doenças perinatais menores à paralisia cerebral.  

Os resultados do presente estudo mostram que gestantes portadoras de 

PE precoce apresentam lesões histopatológicas placentárias mais graves e 

frequentes, que por sua vez estão associadas à maior frequência de recém-

nascidos com restrição de crescimento intrauterino em relação às com PE tardia, 

confirmando que a PE precoce deve ser considerada uma patologia gestacional 

com manifestações mais graves do que a PE tardia.  
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RESUMO 
A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome específica da gravidez que incide 

entre 5% e 7% das gestantes, sendo considerada a principal causa de morbidade 

e mortalidade materna e perinatal. A placenta tem papel essencial nessa doença, 

provavelmente em decorrência de fatores envolvidos na sua formação e 

desenvolvimento. Além disso, o desbalanço entre a produção de citocinas e de 

fatores angiogênicos parece contribuir para a patogênese da PE. O presente 

trabalho teve como objetivos: 1) Determinar a expressão de citocinas pró-

inflamatórias: fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-

CSF) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-), citocinas anti-inflamatórias: 

interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento e transformação-beta 1 (TGF-β1), de 

fatores pró-angiogênicos: fator de crescimento placentário (PIGF) e fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF), bem como de fatores anti-angiogênicos: 

fms-like tyrosine-kinase-1 (Flt-1) e Endoglina (Eng) em placentas de gestantes 

normotensas e com PE; 2) Comparar a expressão de citocinas pró e anti-

inflamatórias e de fatores pró e anti-angiogênicos em tecido placentário de 

gestantes portadoras de PE precoce e PE tardia. Foram estudadas 48 gestantes, 

sendo 16 normotensas e 32 portadoras de PE. As gestantes com PE foram 

classificadas de acordo com o aparecimento das manifestações clínicas em PE 

precoce (< 34 semanas de gestação) e PE tardia (≥ 34 semanas de gestação). 

Um fragmento de placenta foi obtido imediatamente após o parto e preparado 

para análise imunoistoquímica da expressão de GM-CSF, TNF-, IL-10, TGF-1, 

PIGF, VEGF, Flt-1 e Eng por células do tecido placentário. A análise 

imunoistoquímica revelou expressão de TNF-α mais intensa em placenta de 

gestantes portadoras de PE quando comparadas às normotensas. Entre as pré-

eclâmpticas, a maior expressão da citocina foi observada na PE precoce. Ao 

contrário do TNF-, a expressão de IL-10 foi mais intensa na placenta de 

gestantes normotensas.  A expressão de TGF-β1 e GM-CSF não apresentou 

diferença significativa entre os três grupos estudados. Com relação aos fatores 

angiogênicos, observou-se expressão significativamente aumentada de VEGF e 

PlGF em cortes de placenta de gestantes normotensas quando comparadas às 

portadoras de PE. A intensidade de marcação de PlGF foi significativamente 

menor na PE precoce do que na PE tardia. A expressão de Flt-1 mostrou-se 
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aumentada em placentas de gestantes portadoras de PE precoce e tardia e 

diminuída em gestantes normotensas. Não se observou diferença significativa na 

expressão de Eng entre gestantes normotensas e portadoras de PE. Os 

resultados monstram que na placenta de gestantes portadoras de PE ocorre 

desbalanço entre TNF- e IL-10 e entre PlGF e VEGF com Flt-1 em comparação 

às gestantes normotensas. A maior intensidade de expressão de TNF- e menor 

de PlGF na placenta de gestantes com PE precoce em comparação com a PE 

tardia, permite diferenciar essas duas formas da doença e sugere maior 

comprometimento placentário na PE precoce. 

 

Palavras chave: pré-eclâmpsia, placenta, citocinas, fatores angiogênicos 
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ABSTRACT 
Preeclampsia (PE) is a pregnancy-specific syndrome that affects 5% to 7% 

of pregnant women and is considered the leading cause of maternal and perinatal 

morbidity and mortality. The placenta seems to play an essential role in this 

disease, probably due to factors involved in its formation and development. In 

addition, the imbalance between the production of cytokines and angiogenic 

factors appears to contribute to the pathogenesis of PE. The objectives of the 

present study were: 1) to determine the expression of the pro-inflammatory 

cytokines: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and tumor 

necrosis factor-alpha (TNF-) and the antinflammatory cytokines: interleukin-10 

(IL-10) and transforming growth factor-beta 1 (TGF-1), as well as the pro-

angiogenic factors: placental growth factor (PlGF) and vascular endothelial growth 

factor (VEGF), and the anti-angiogenic factors: fms-like tyrosine-kinase-1 (Flt-1) 

and Endoglin (Eng) in placentas from normotensive pregnant and pre-eclamptic 

women; 2) to compare the expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory 

cytokines as well as pro and anti-angiogenic factors in placental tissue of pregnant 

women with early and late-onset PE. Forty-eight pregnant women were studied of 

whom 16 were normotensive and 32 were pre-eclamptic. Pregnant women with 

PE were classified according to the onset of clinical manifestations in early-onset 

PE (<34 weeks gestation) and late-onset PE (≥ 34 weeks gestation). A fragment of 

placenta was obtained immediately after delivery and prepared for 

immunohistochemical analysis of GM-CSF, TNF-, IL-10, TGF-1, PIGF, VEGF, 

Flt-1 and Eng expression in the placental tissue. Immunohistochemical analysis 

showed significant high expression of TNF-α in placenta of pregnant women with 

PE than in normotensive pregnant women. Comparison between pre-eclamptic 

women showed higher expression of this cytokine in placenta of early-onset PE. 

Unlike TNF-, the IL-10 expression was more intense in placenta of normotensive 

pregnant women. The expression of TGF-β1 and GM-CSF showed no significant 

difference among the three groups studied. Expression of the angiogenic factors, 

VEGF and PlGF was increased in placental sections of normotensive pregnant 

women when compared with women with PE. The intensity marking of PlGF was 

significantly lower in placenta of early-onset than late-onset PE.  Increased 

expression of Flt-1 was observed in placentas of patients of both forms of PE and 
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decreased in normotensive pregnant women. No significant differences were 

detected between PE and normotensive pregnant women in relation to Eng 

expression. The results demonstrate an imbalance between TNF- and IL-10 and 

between PlGF and VEGF when compared with Flt-1, in placental tissue of 

pregnant women with PE compared with normotensive pregnant women. The 

higher and the lower intensity of TNF-and PlGF expression, respectively, in 

placenta of pregnant women with early-onset PE allow to differentiate early and 

late-onset PE and suggest the higher placental involvement in early-onset PE.  

 
Keywords: preeclampsia, placenta, cytokines, angiogenic factors 
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1. INTRODUÇÃO 

A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome que incide entre 5% e 7% das 

gestações, sendo caracterizada por múltiplas alterações no organismo materno e 

clinicamente identificada por hipertensão arterial e proteinúria, que se manifestam 

após a 20ª. semana de gestação (Rein et al., 2003; Paternoster et al., 2004; Sibai 

et al., 2005; Saito et al., 2007; Unal et al., 2007). A PE é classificada em leve e 

grave, de acordo com sinais e sintomas apresentados pelas gestantes (ACOG, 

2002) e, recentemente em PE precoce ou tardia, na dependência do 

aparecimento das manifestações clínicas antes da 34ª. ou a partir da 34ª. semana 

de gestação, respectivamente (von Dadelszen et al., 2003; Huppertz, 2008). 

Embora a etiologia da PE ainda não esteja claramente definida, acredita-se 

que sua fisiopatologia é influenciada diretamente pela placenta (Robillard, 2002; 

Redman & Sargent, 2005). Fundamentada nesse conceito, a literatura sugere a 

interação de vários mecanismos responsáveis pela característica multisistêmica 

da doença, tais como: placentação inadequada (Pijnenborg et al., 1983; Royle et 

al., 2009), disfunção endotelial (Khan et al., 2005), angiogênese insuficiente 

(Levine et al., 2006), má adaptação imunológica (Dekker & Sibai, 1999), estresse 

oxidativo (Gupta et al., 2005; Redman & Sargent, 2000; 2005) e resposta 

inflamatória excessiva (Redman et al., 1999; Redman & Sargent, 2003). Essa 

inflamação exacerbada contribui significativamente para a fisiopatologia da PE, 

incluindo disfunção endotelial e placentária (Redman & Sargent, 2005).  

Durante a placentação normal, as arteríolas espiraladas maternas são 

invadidas por células trofoblásticas, resultando em remodelação das mesmas, o 

que assegura o suprimento sangüíneo adequado para a placenta e o feto. No 

entanto, em placentas de gestantes com PE essa invasão é inadequada, 

(Meekins et al., 1994), gerando defeitos na remodelação das arteríolas 

espiraladas e resultando em má perfusão e isquemia placentária (George & 

Granger, 2011). Roberts e Hubel (1999) sugerem que a PE se inicia como 

conseqüência do baixo fluxo sanguíneo uteroplacentário que resulta em hipóxia 

placentária. Assim, a placenta tem papel essencial nessa doença, pois problemas 

na implantação e no processo de placentação culminam em redução da perfusão 

sanguínea e, portanto, em hipóxia/isquemia placentária (Amash et al., 2007; 

Gilbert et al., 2008), que também pode causar restrição de crescimento fetal 
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intrauterino (Hung et al., 2004). Segundo Silasi et al. (2010) a placentação 

deficiente é seguida da secreção de fatores citotóxicos, que por sua vez induzem 

disfunção endotelial generalizada. 

Assim, na PE, as alterações que causam isquemia/hipoxia placentária 

estimulam a produção de citocinas inflamatórias que induzem ativação e 

disfunção endotelial, resultando nos sinais clínicos característicos dessa doença 

(Royle et al., 2009). A síntese de citocinas pró-inflamatórias decorre da resposta 

inflamatória sistêmica excessiva com ativação da imunidade inata e adaptativa 

(Redman et al., 1999; Szarka et al., 2010). 

As citocinas são polipeptídeos de 8 - 80kDa, secretados por células da 

imunidade inata e adaptativa, que atuam de maneira autócrina ou parácrina sobre 

as diferentes células do organismo. Agem através da sua ligação a receptores 

específicos na membrana da célula, estabelecendo uma cascata de reações 

metabólicas que induzem ou inibem inúmeros genes, provocando as mudanças 

necessárias para o desenvolvimento da resposta imune. Esses mediadores 

podem facilitar ou prejudicar a implantação e a evolução da gravidez normal, pois 

estão envolvidos no controle da resposta imune materna e no desenvolvimento 

fetal (Raghupathy & Kalinka, 2008). Entretanto, quando alteradas podem 

determinar complicações como abortamento, pré-eclâmpsia e parto prematuro 

(Orsi & Tribe, 2008). 

A interleucina 10 (IL-10) é uma molécula imunossupressora, produzida por 

células T, monócitos ou macrófagos e células B. É secretada principalmente 

pelos macrófagos da decídua (Heikkinen et al., 2003) e também por um amplo 

conjunto de células, incluindo células que não pertencem ao sistema imune 

(Saraiva & O’Garra, 2010). A IL-10 é uma citocina característica de perfil Th2 com 

atividade anti-inflamatória e reguladora, que protege a gestação (Saito et al., 

2007).  

O fator de transformação do crescimento beta (TGF-β1) tem importante 

papel na manutenção da gestação, regulando a diferenciação do trofoblasto e a 

transformação das arteríolas espiraladas (Ayatollahi et al., 2005). A superfamília 

do TGF-β1 expressa-se acentuadamente no endométrio, associando-se com a 

proliferação celular, diferenciação, apoptose e remodelação de tecidos, 

exercendo, assim, papel imunomodulador em eventos celulares envolvidos com a 

decidualização e desenvolvimento embrionário (Jones et al., 2006).  
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Os tecidos placentários também expressam citocinas pró-inflamatórias 

como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-), potente ativador do endotélio 

vascular e provável mediador da disfunção endotelial na PE (Rein et al., 2003). 

Na gestação normal a expressão de TNF- é baixa e modula a proliferação e 

invasão trofoblástica das arteríolas espiraladas, mantendo as funções normais da 

placenta. Porém, quando em excesso, pode restringir essa invasão, associar-se 

com a gravidade da doença, contribuindo para a fisiopatologia da PE (Knackstedt 

et al., 2001; Feng et al., 2011). 

O fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos  

(GM-CSF) é uma citocina hematopoiética, potente mediadora da proliferação e 

diferenciação celular. A presença de GM-CSF é detectada em endométrio e 

células epiteliais de humanos (Sharpe-Timms et al., 1994). O epitélio uterino é 

importante fonte de GM-CSF, fato observado em cultura de células placentárias 

de ratas, onde essa citocina apresenta capacidade de estimular a proliferação 

celular. Porém, quando presente em concentrações elevadas contribui para a 

ocorrência de hipóxia placentária, que precede o desenvolvimento da PE 

(Hayashi et al., 2003).  

Embora várias moléculas estejam envolvidas na angiogênese e 

homeostase vascular da gestação, alguns fatores são mais pesquisados, como o 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento 

placentário (PlGF), a Endoglina (Eng) e o receptor de VEGF (VEGFR-1) ou fms-

like tyrosine-kinase-1 (Flt-1), todos associados à patogênese da PE (Silasi et al., 

2010).  

VEGF e PlGF são glicoproteinas envolvidas tanto na angiogênese como na 

vasculogênese, ou seja, crescimento e formação de novos vasos sanguíneos 

(Nagy et al., 2003). O VEGF é expresso principalmente no sinciciotrofoblasto e 

nas células endoteliais dos vasos e capilares do tecido placentário (Lyall et al., 

1997; Maynard et al., 2003), enquanto o PlGF é produzido por vários tipos de 

células e tecidos, entre eles o trofoblasto placentário e o endotélio materno 

(Vatten et al., 2007). O déficit de produção de PlGF pode resultar em 

vascularização deficiente, uma vez que essa glicoproteína exerce papel 

importante no desenvolvimento vascular durante a invasão trofoblástica (Tsatsaris 

et al., 2003) e durante o desenvolvimento do embrião (Taylor et al., 2003; 

Dimitrakova et al., 2004; Silasi et al., 2010). Assim, a diminuição de PlGF 
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circulante pode estar relacionada com menor produção de fatores de crescimento 

angiogênicos e representar desenvolvimento placentário anormal (Masuyama et 

al., 2006).  

PlGF e VEGF exercem seus efeitos por meio de ligação a receptores 

específicos VEGFR-1 ou Flt-1, que são receptores do tipo tirosina-quinase. Esse 

receptor é constituído por um domínio extracelular, uma região transmembrânica 

e um componente intracelular que contém um domínio de tirosina-quinase. A 

forma solúvel desse receptor (sFlt-1 ou sVEGFR1) é detectada na circulação, 

ligando-se tanto ao VEGF como ao PlGF. Assim, quando o sFlt-1 é produzido em 

altas concentrações, liga-se às moléculas de VEGF e PlGF, impedindo que esses 

fatores angiogênicos façam interação com seus receptores na membrana celular 

e desempenhem suas funções fisiológicas, determinando quebra da homeostase 

endotelial sistêmica, observada na PE (Kendall et al., 1996; Wang et al., 2009; 

Silasi et al., 2010). Além disso, os níveis de sVEGFR-1 se correlacionam com a 

gravidade e o tempo de aparecimento da doença (Maynard et al., 2003; Ahmed et 

al., 2004). 

A Endoglina (Eng) ou CD105 é um co-receptor de superfície celular para 

membros da família do TGF-β1 (TGF-β1 e TGF-β3), que na forma solúvel, exerce 

efeito inibidor da migração e diferenciação do trofoblasto na placenta (Jones et 

al., 2006). A concentração da forma solúvel desse co-receptor (sEng) está 

aumentada no plasma de gestantes com PE, enquanto o nível de TGF-1 está 

diminuído em comparação às gestantes normais (Venkatesha et al., 2006). A 

interação de sEng com TGF-1 pode prejudicar a  ligação do TGF-1 aos 

receptores endoteliais, diminuindo a vasodilatação endotelial ativada pela enzima 

oxido nítrico sintase e comprometendo a ação angiogênica dessa citocina 

(Venkatesha et al., 2006; Lim et al., 2008).  

Uma das hipóteses para o desenvolvimento e patogênese da PE é o 

desbalanço entre fatores angiogênicos circulantes, caracterizado por elevadas 

concentrações de sFlt-1 e sEng e baixos níveis de PlGF e VEGF, resultando na 

disfunção endotelial que determina o aparecimento dos sinais clínicos da doença 

(Romero et al., 2008; Wang et al., 2009).  

Enquanto a determinação plasmática de fatores pró e anti-angiogênicos é 

amplamente utilizada para avaliar o risco de desenvolvimento de PE (Levine et 

al., 2006), ou sua associação com complicações da doença (Signore et al., 2006), 



46 
 

pouco se conhece sobre o papel do Flt-1 e da Eng no desenvolvimento da 

placenta (Gu et al., 2008; Silasi et al., 2010; Munaut et al., 2012).  

Apesar dos avanços no estudo do envolvimento de fatores angiogênicos 

na fisiopatologia da pré-eclâmpsia, várias questões permanecem sem resposta. 

Portanto, a análise da expressão de fatores pró e anti-angiogênicos, bem como 

de citocinas pró e anti-inflamatórias nos tecidos placentários de gestantes com 

PE poderá trazer importante contribuição ao conhecimento dos mecanismos 

envolvidos no aparecimento das manifestações clínicas, precoce ou tardia, da 

pré-eclâmpsia. 

 

2. OBJETIVO 
 

Determinar a expressão de citocinas e de fatores angiogênicos em tecido 

placentário de gestantes portadoras de PE, e comparar a expressão destes 

fatores entre PE precoce e tardia. 

 

3. SUJEITOS E MÉTODOS 
3.1. Sujeitos  

Foram coletados, no período de março de 2011 a agosto de 2012, 

fragmentos de placenta de 16 gestantes normotensas, 16 portadoras de PE 

precoce e 16 portadoras de PE tardia, que realizaram assistência ao parto na 

maternidade do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, 

UNESP e na maternidade da Santa Casa de Misericórdia de Botucatu, SP e 

tiveram a resolução da gestação por cesareana. 

A idade gestacional dos grupos estudados foi estabelecida pela data da 

última menstruação e/ou exame ultrasonográfico precoce (<20 semanas de 

gestação). 

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem 

antecedente de hipertensão arterial, manifestaram hipertensão arterial (≥140/90 

mmHg) associada à proteinúria ( 300 mg em urina coletada durante 24 horas), 

após a 20ª. semana de gestação (NHBPEP, 2000). A PE foi classificada em 

precoce ou tardia segundo o momento do diagnóstico das manifestações clínicas, 
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isto é, antes da 34ª. ou a partir da 34ª. semana de gestação, respectivamente 

(Hupertz, 2008). 

O tamanho amostral calculado considerou a diferença de pelo menos um 

desvio padrão, com significância de 5% e poder de 80%, entre os resultados 

obtidos dos grupos de gestantes normotensas, gestantes portadoras de PE 

precoce e PE tardia com relação à expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias 

e fatores pró e anti-angiogênicos nos tecidos placentários. Assim, foram 

necessárias, pelo menos, 16 amostras por grupo estudado. 

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas 

quanto à finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP (Protocolo no. 278/11-

CEP) (Anexos). 

 

3.2. Critérios de Inclusão  
Grupo de gestantes saudáveis (normotensas): Mulheres com gestação 

única, sem complicações clínicas ou obstétricas;  

Grupo estudo (pré-eclâmpsia): Mulheres com gestação única e portadoras 

de PE, sem outras complicações clínicas ou obstétricas. 

 
3.3. Critérios de Exclusão 
Apresentar qualquer intercorrência obstétrica ou clínica, com exceção de 

PE tais como: gestação gemelar, PE anterior, hipertensão crônica, diabetes, 

doenças renais, má-formação fetal, doenças infecciosas, soropositividade para 

HIV e uso de drogas e álcool ou não ter a gestação resolvida no Serviço de 

Obstetrícia do Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – UNESP e/ou na maternidade da Santa Casa de 

Misericórdia de Botucatu, SP. 

 

3.4. Dosagem da Proteinúria 
A proteinúria em urina de 24 horas foi quantificada por método 

colorimétrico, no sistema de automação Technicon RAXT, do Laboratório de 

Análises Clínicas do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, 

UNESP. 
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3.5. Colheita e processamento das amostras de tecido placentário 

 A amostra de tecido placentário, abrangendo as faces materna e fetal, foi 

colhida imediatamente após o parto. Os fragmentos (1 a 2 g) de placenta foram 

cortados a partir do centro da placenta, em forma de triângulo, com auxílio de um 

bisturi cirúrgico, logo após a extração da mesma, e foram imediatamente colocados 

em recipiente estéril, contendo formol tamponado com  fosfato a 10%  e fixados por 

48h. A seguir foram submetidos a processo de lavagem em água corrente por 24h, 

desidratados em álcool, diafanizados em xilol e incluídos em parafina.  

 

3.6. Análise imunoistoquímica 

Nas amostras de placenta analisou-se a expressão de citocinas pró-

inflamatórias (GM-CSF e TNF-), anti-inflamatórias (IL-10 e TGF-1), fatores pró-

angiogênicos (PIGF e VEGF) e fatores anti-angiogênicos (Eng e Flt-1) por células 

do tecido placentário. Os cortes do material, incluídos em parafina, com 4m de 

espessura, foram colocados sobre lâmina histológica, previamente tratada com 

Vectabond (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). Para a 

desparafinização, hidratação e recuperação antigênica dos cortes foi utilizado 

solução tampão Trilogy (Cell Marque Co, Rocklin, CA, USA) em panela de 

pressão elétrica (Cell Marque) por 15 min. Em seguida, os cortes foram lavados 

com salina tamponada com fosfato, pH 7,2 (PBS) e tratados com Peroxide Block 

(Cell Marque) por 10 minutos, para o bloqueio da peroxidase endógena, sendo 

posteriormente lavados por sucessivos banhos de água destilada e PBS. Em 

seguida foi realizado o bloqueio de fundo com Background Block (Cell Marque) 

por 10 min seguido por lavagens de água destilada e PBS. Após os bloqueios, os 

cortes foram incubados por 60 min a 37°C, com anticorpos primários antígeno-

específicos: monoclonal murino anti-TNF-α, anti-VEGF, anti-Eng e anti-Flt-1 

humanos (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), policlonal de coelho anti-PlGF, anti-

TGF-β1 e anti-IL-10 humanos (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) e monoclonal 

murino anti-GM-CSF humano (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) diluídos em 

Antibody Diluent (Cell Marque). Após a incubação os cortes foram lavados com 

banhos de PBS e em seguida submetidos à ação do amplificador de sinal, 

Amplifier para anticorpos murino e de coelho (Cell Marque) por 10 min à 37°C. 

Para a detecção do anticorpo primário foi utilizado um polímero, o Polymer 

Detector para anticorpo murino e de coelho (Cell Marque) por 10 min a 37°C. Em 
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seguida os cortes foram lavados com banhos de PBS e incubados por 5 min com 

a solução reveladora, contendo 10mg de diaminobenzidina (DAB), 0,2 % de 

peróxido de hidrogênio (H2O2 ) e Trizma - base 20mM, HCL 1N (Sigma). Os cortes 

foram contra-corados com hematoxilina de Harris (Cell Marque)  por 20 seg, com 

posterior banho em água corrente. A desidratação foi feita em banhos de álcool 

etílico absoluto, álcool 90%, 80% e 70%, clareados em xilol (4 banhos) e 

montados com lamínulas contendo  Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, 

USA). 

Para a realização do controle negativo da reação o anticorpo primário foi 

substituído por soro controle negativo de camundongo ou coelho (Cell Marque), 

contendo o isotipo de imunoglobulina semelhante ao do anticorpo primário 

empregado. 

A expressão das citocinas e fatores angiogênicos foi identificada nos cortes 

placentários com auxílio de microscópio óptico (Olympus CX-31) com ocular 10X 

e objetivas de 10, 20 e 40X. Foram fotografados cinco campos aleatórios de cada 

corte placentário, com objetiva de 20x, que foram analisados empregando-se o 

software Image J, que quantificou a marcação de citocinas e fatores angiogênicos 

na unidade de pixels/m de área.  

 

3.7. Análise Estatística 
Os resultados referentes às características das gestantes normotensas e 

portadoras de PE precoce e tardia e da análise da expressão de citocinas e 

fatores angiogênicos em cortes placentários dessas gestantes foram analisados 

empregando-se testes não paramétricos (teste de Kruskal-Wallis). Para todas as 

análises empregou-se o programa estatístico INSTAT, Graph Pad, San Diego, 

CA, USA (2000), com nível de significância de 5%. 
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4. RESULTADOS 
 
          4.1. Características das gestantes 

As características das gestantes estudadas estratificadas em normotensas 

e portadoras de PE precoce e PE tardia encontram-se na Tabela 1.  

A idade materna foi semelhante entre os grupos analisados. A idade 

gestacional do grupo PE precoce foi significativamente diferente dos grupos de 

gestantes normotensas e com PE tardia. As gestantes com PE precoce 

apresentaram concentração de proteinúria (4.450 mg/24h) significativamente 

maior que aquelas com PE tardia (680 mg/24 h) e normotensas (<300 mg/24h).    

 

Tabela 1. Características das gestantes estudadas, estratificadas em PE precoce 

e tardia.  

 

                                     Gestantes 

Características Normotensas PE precoce 
< 34 semanas 

PE tardia 
≥ 34 semanas 

 n=16 n=16 n=16 
 

Idade  
materna (anos) 

 
30 

 (23 – 40) 

 
28 

 (18 – 39) 

 
29 

 (17 – 38) 

Idade gestacional 
(semanas) 

38 
(36 – 40) 

32 * 
(24 – 33) 

 
36 

 (35 – 40) 
 

Proteinúria 
(mg/24 horas) <300 

 
4.450** 

(330 – 16.500) 

 
680 

 (310 –1.400) 

Os valores de idade materna, idade gestacional e proteinúria estão expressos em 
mediana, com os valores mínimo e máximo entre parênteses. 

* (p<0,05) vs gestantes normotensas e com PE tardia; ** (p<0,01) vs PE tardia e 
normotensas (teste de Kruskal-Wallis)  

 

 
4.2. Local da expressão de citocinas e fatores angiogênicos 
A expressão das citocinas e dos fatores angiogênicos em cortes de 

placenta de gestantes normotensas e de portadoras de PE está representada nas 

figuras 1 e 2. A concentração dos anticorpos específicos para detecção das 
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citocinas e fatores angiogênicos por imunoistoquímica foi previamente 

padronizada em cortes placentários de gestantes normotensas e com PE, 

utilizando-se diferentes concentrações e diluições dos anticorpos. Assim, após a 

padronização, as concentrações dos anticorpos primários utilizadas foram: 

monoclonal murino anti-TNF-α [1/1600], anti-VEGF [2,5 ug/mL], anti-Eng [1/2000] 

e anti-Flt-1 [1,25 ug/mL] humanos (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA); policlonal 

de coelho anti-PlGF [1/50], anti-TGF-β1 [1/1000] e anti-IL-10 humanos [1/800] 

(Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) e monoclonal murino anti-GM-CSF humano 

[1/2000] (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A análise da localização 

placentária das citocinas mostrou expressão de TNF-, GM-CSF, IL-10 e TGF-1 

no citoplasma do sinciciotrofoblasto. TNF- e GM-CSF foram também detectados 

no citoplasma do citotrofoblasto, enquanto IL-10 foi expressa no citoplasma de 

células mesenquimais e TGF-1 no endotélio do capilar fetal.  

Os fatores pró-angiogênicos VEGF e PlGF apresentaram expressão 

positiva no citoplasma do sinciociotrofoblasto e endotélio do capilar fetal. VEGF 

também se mostrou presente no citoplasma de células mesenquimais. Entre os 

fatores anti-angiogênicos a expressão de Flt-1 ocorreu nas mesmas estruturas 

que apresentavam VEGF. A marcação para Eng só foi detectada no citoplasma 

do sinciciotrofoblasto.   

A localização das citocinas e dos fatores angiogênicos foi semelhante entre 

gestantes normotensas e portadoras de PE. A diferença entre os grupos foi 

evidenciada pela maior ou menor intensidade de expressão desses fatores nas 

gestantes pré-eclâmpticas.    
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Figura 1. Fotomicrografia representativa da expressão de citocinas em cortes de 

placenta de gestantes portadoras de PE. A) Vilos de 32 semanas com IL-10 positivo no 

citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta vermelha) e citoplasma de células mesenquimais 

(seta verde). B) Vilos de 37 semanas com GM-CSF positivo no citoplasma do 

sinciciotrofoblasto (seta vermelha) e citoplasma do citotrofoblasto (seta azul). C) Vilos de 

37 semanas com TNF-α positivo no citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta vermelha) e 

citoplasma do citotrofoblasto (seta azul). D) Vilos de 37 semanas com TGF-β1 positivo no 

citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta vermelha) e endotélio do capilar fetal (seta preta). 
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Figura 2. Fotomicrografia representativa da expressão de fatores angiogênicos em 

cortes de placenta com 37 semanas de gestantes portadoras de PE. A) Vilos com VEGF 

positivo no citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta vermelha), endotélio do capilar fetal 

(seta preta) e citoplasma de células mesenquimais (seta verde). B) Vilos com PlGF 

positivo no citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta vermelha) e endotélio do capilar fetal 

(seta preta). C) Vilos com Flt-1 positivo no citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta 

vermelha), endotélio do capilar fetal (seta preta) e citoplasma de células mesenquimais 

(seta verde). D) Vilos com Endoglina positiva no citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta 

vermelha). 
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4.3. Análise da expressão quantitativa de citocinas e fatores 
angiogênicos em cortes histológicos de placenta  

A expressão de citocinas e fatores angiogênicos foi avaliada 

quantitativamente, com base na sua intensidade de marcação nos tecidos 

placentários, detectada pelo software Image J. A expressão de TNF-α mostrou-se 

significativamente mais intensa em placenta de gestantes portadoras de PE 

quando comparadas às normotensas, enquanto que a expressão de IL-10 foi 

maior em gestantes normotensas do que nos dois grupos de gestantes pré-

eclâmpticas (Figura 3). Em cortes placentários de pacientes portadoras de PE 

precoce a marcação do TNF- foi mais acentuada em comparação com as de PE 

tardia. A expressão de TGF-β1 e de GM-CSF em tecido placentário não 

apresentou diferenças na comparação dos três grupos estudados.  

 
Figura 3. Expressão de citocinas inflamatórias (TNF-α e GM-CSF) e anti-inflamatórias 

(IL-10 e TGF-β1) em placenta de gestantes normotensas e de portadoras de PE precoce  

e de PE tardia. Os resultados são representados em pixels/m. 

*(p < 0,05) vs gestantes NT; # (p<0,05) vs PET (teste de Kruskal-Wallis). 

NT- Normotensa; PEP- pré-eclâmpsia precoce; PET- pré-eclâmpsia tardia. 
 



55 
 

A expressão dos fatores angiogênicos VEGF e PlGF mostrou-se 

significativamente diminuída em placenta de gestantes portadoras de PE quando 

comparadas às normotensas, e o PlGF apresentou diferença significativa entre 

PE precoce e PE tardia. A expressão de Eng não apresentou diferença 

significativa entre os grupos. O Flt-1 apresentou aumento de expressão em 

placenta de gestantes com PE quando comparada às normotensas (figura 4).   

 

 
Figura 4. Expressão de fatores pró-angiogênicos  (VEGF e PlGF) e anti-angiogênicos 

(Eng e Flt-1)  em placenta de gestantes normotensas, de portadoras de PE precoce  e de 

PE tardia. Os resultados são representados em pixels/m. 

*(p < 0,05) vs gestantes NT; # (p<0,05) vs PET (teste de Kruskal-Wallis). 

NT- Normotensa; PEP- pré-eclâmpsia precoce; PET- pré-eclâmpsia tardia. 
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5. DISCUSSÃO 
A PE está associada com invasão deficiente, das arteríolas espiraladas, 

pelo citotrofoblasto (Zhou et al., 1998). Consequentemente, as células do 

citotrofoblasto viloso permanecem em ambiente de hipóxia, o que desencadeia a 

angiogênese anormal observada nessa patologia (Munaut et al., 2008).                                                                                                                                                                                                                                                                            

No presente estudo avaliamos a expressão de citocinas pró e anti-

inflamatórias e de fatores pró e anti-angiogênicos, por imunoistoquímica, em 

placenta de gestantes portadoras de PE, classificadas em PE precoce e tardia. 

Inicialmente observamos que a localização das citocinas e dos fatores 

angiogênicos no tecido placentário foi semelhante entre gestantes normotensas e 

portadoras de PE. Todas as citocinas (TNF-, GM-CSF, IL-10 e TGF-1) foram 

detectadas no citoplasma do sinciciotrofoblasto. A expressão de TNF- e GM-

CSF foi também observada no citoplasma do citotrofoblasto, enquanto IL-10 

esteve presente no citoplasma de células mesenquimais e TGF-1 no endotélio do 

capilar fetal.  

Os fatores pró-angiogênicos VEGF e PlGF apresentaram expressão 

positiva no citoplasma do sinciociotrofoblasto e endotélio do capilar fetal. VEGF 

também se mostrou presente no citoplasma de células mesenquimais. O fator 

anti-angiogênico Flt-1 foi detectado nas mesmas estruturas que expressavam 

VEGF, enquanto Eng só foi detectada no citoplasma do sinciciotrofoblasto.   

Enquanto a localização dos fatores e citocinas foi semelhante entre os 

grupos de gestantes normotensas e pré-eclâmpticas, a diferença entre os grupos 

foi evidenciada pela maior ou menor intensidade de expressão dessas citocinas e 

fatores nos tecidos placentários dessas gestantes. 

A expressão de citocinas, avaliada por imunoistoquímica, na placenta de 

gestantes normotensas e portadoras de PE tem sido pouco estudada na literatura. 

Alguns trabalhos mostraram presença de TNF- no sinciciotrofoblasto, em células 

do citotrofoblasto, células endoteliais vasculares, células deciduais e do estroma 

dos vilos (Karfi et al., 2006; Feng et al., 2011; GoksuErol et al., 2012; Zhou et al., 

2012). Zhou et al. (2012) avaliaram a expressão de TNF- em placenta de 

gestantes normais e com PE pela detecção de mRNA,  imunoistoquímica e 

western blot. Os autores verificaram que a localização da citocina foi semelhante 

na placenta dos dois grupos de gestantes, mas a intensidade da expressão foi 
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maior na PE. No presente trabalho a expressão de TNF-α mostrou-se 

significativamente mais intensa em placenta gestantes portadoras de PE quando 

comparadas às normotensas e, entre as pré-eclâmpticas a expressão foi 

significativamente maior na PE precoce. Segundo Feng et al. (2011), a expressão 

de TNF- é baixa nos tecidos placentários de gestantes normais, sugerindo que a 

secreção dessa citocina durante a gestação mantém as funções normais da 

placenta. Os autores detectaram expressão mais acentuada e anormal de TNF- 

na placenta e no plasma de gestantes com PE grave, sugerindo que em altas 

concentrações o TNF- afetam a proliferação e reconstrução vascular, resultando 

em isquemia/anoxia e causando o aparecimento e progressão da PE.  

Ao contrário da elevada expressão de TNF- nas gestantes com PE, a 

quantificação da IL-10 revelou produção significativamente menor de IL-10 em 

tecido placentário dessas gestantes, quando comparadas às gestantes 

normotensas, em concordância com os resultados de outros autores (Hennessy et 

al., 1999; Makris et  al., 2006), mostrando que gestantes com PE apresentam 

deficiência de produção de IL-10 na placenta de termo. Além da menor expressão 

de IL-10 na placenta, essa citocina apresenta menor concentração na circulação 

de gestantes portadoras de PE (Freeman et al., 2004; Makris et al., 2006), ou 

ainda menor produção endógena dessa citocina por monócitos do sangue 

periférico dessas gestantes (Cristofalo et al., 2013). Estes dados mostram que a 

produção deficiente da IL-10 na PE pode decorrer da resposta inflamatória 

sistêmica intensa, na qual a IL-10, estando em baixas concentrações, não 

consegue exercer, adequadamente, sua ação imunomoduladora observada na 

gestação normal. 

A expressão de TGF-β1 e de GM-CSF não apresentou diferenças 

significativas entre os grupos estudados. GM-CSF e TGF-1 foram detectados na 

camada do sinciciotrofoblasto, enquanto o TGF-1 também esteve presente no 

endotélio do capilar fetal. Em placenta de termo de gestantes normais essa 

citocina é expressa na camada do sinciciotrofoblasto, placa coriônica e trofoblasto 

extraviloso (Schilling & Yeh, 2000). Na literatura, a expressão de TGF-β1 em 

placenta de gestantes com PE é controversa, podendo estar aumentada em 

relação às gestantes normotensas (Benian et al., 2002; Wang et al., 2006), ou não 

alterada, sugerindo que esta citocina pode não estar envolvida  na fisiopatologia 
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da PE (Lyall et al., 2001). Com relação ao GM-CSF, Hayashi et al. (2004) 

observaram níveis mais elevados da citocina em homogenato de placenta e no 

soro de gestantes portadoras de PE, em comparação às gestantes normais. Na 

literatura não há relatos da expressão de GM-CSF em placenta de gestantes pré-

eclâmpticas detectada por imunoistoquímica. A discrepância entre nossos 

resultados e os de Hayashi et al. (2004) podem estar relacionados à 

determinação de GM-CSF por diferentes métodos. A maior concentração da 

citocina encontrada no soro das gestantes poderia contribuir para os valores mais 

elevados, detectados no homogenato da placenta por esses autores. 

  Os processos de angiogênese e vasculogênese são dependentes de 

importantes fatores de crescimento endotelial. Durante a gravidez normal, a 

homeostasia vascular é mantida pela liberação de níveis fisiológicos de VEGF na 

circulação materna (Ebos et al., 2004), que juntamente com o PlGF, encontram-se 

em altas concentrações em grávidas normais e em baixas concentrações nas 

pacientes com PE (Maynard et al., 2003; Venkatesha et al., 2006; Zhou et al., 

2010). No presente trabalho, observamos que tanto VEGF quanto PlGF 

apresentaram expressão significativamente diminuida no sinciciotrofoblasto e no 

endotélio do capilar fetal da placenta de gestantes portadoras de PE quando 

comparadas às gestantes normotensas. Esses resultados sugerem a ocorrência de 

anormalidades no crescimento e formação de novos vasos e, consequentemente, 

anomalia na remodelação vascular placentária, principalmente em gestantes 

portadoras de PE precoce que apresentaram menor intensidade de expressão de 

PlGF em relação às gestantes com PE tardia. A expressão de PlGF no citoplasma 

do sinciciotrofoblasto e no estroma de vilos placentários, semelhante em gestantes 

portadoras de PE e em gestantes normais também foi descrita por Shen et al. 

(2006). Entretanto, esses autores também observaram menor expressão desse 

fator angiogênico em placenta de gestantes com PE leve ou grave quando 

comparadas às gestantes normais. A menor expressão de PlGF (Weed et al., 2012) 

e VEGF (Kim et al., 2012), em tecido placentário de gestantes portadoras de PE 

sugerem que esses fatores angiogênicos estão associados com a patogênese da 

PE.   

Um balanço adequado entre os fatores angiogênicos VEGF e PlGF com 

seus receptores específicos é importante para a vasculogênese efetiva, 

angiogênese e desenvolvimento da placenta durante a gestação (Tripathi et al., 
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2008). Por outro lado, a alteração desse balanço está associada com disfunção 

endotelial e a síndrome da PE (Bdolah et al., 2004).  

Nossos resultados mostraram padrão mais intenso de marcação de Flt-1, 

receptor de VEGF, nos tecidos placentários de gestantes portadoras de PE do que 

nas normotensas, em concordância com outros autores (Munaut et al., 2012). 

Durante a gestação, a placenta é a principal fonte de sFlt-1 na circulação materna 

(Maynard et al., 2003), sendo essa produção maior na placenta de gestantes com 

PE em comparação com gestantes normais (Gu et al., 2008). Tripathi et al. (2008) 

verificaram maior expressão de VEGFR-1 (Flt-1) em várias estruturas placentárias, 

tais como  sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, células de Hofbauer e células 

endoteliais de ambos os grupos de gestantes com PE precoce e tardia, em 

comparação com gestantes normais, além de maior concentração da forma solúvel 

desse fator anti-angiogênico na circulação de gestantes com PE. Outros estudos 

apontam que níveis de sFlt-1 materno estão aumentados em gestantes portadoras 

de PE, principalmente em PE grave e PE precoce (Powers et al., 2005; Levine et 

al., 2004). Assim, a alta sensibilidade e especificidade dos testes para 

determinação de sVEGFR-1 ou sFlt-1 no plasma de gestantes portadoras de PE, 

pode sugerir o emprego desse biomarcador para diagnóstico da PE precoce 

(Tripathi et al., 2008).  

Em concordância com outros autores a Eng foi detectada no 

sinciciotrofoblasto (Gougos et al., 1992), porém não apresentou diferença 

significativa entre os grupos de gestantes pré-eclâmpticas e normotensas. Estudos 

in vitro foram realizados por Munaut et al. (2008) para avaliar o efeito das condições 

de hipóxia (1% O2) e normoxia (20% O2)  sobre a síntese de PlGF, VEGFR-1 e 

Eng em cultura de vilos de placenta de primeiro trimestre. Os resultados mostraram 

expressão de VEGFR-1 e síntese de sVEGFR-1 aumentadas e expressão 

diminuída de PlGF, enquanto a de Eng não foi alterada. Esses resultados suportam 

a hipótese de que na PE a maior produção de VEGFR-1 pelos tecidos placentários 

está associada às condições de hipóxia, sendo responsável pela depleção de 

VEGF na circulação materna; os baixos níveis de PlGF estão relacionados não 

apenas à neutralização por VEGFR-1, mas também à menor produção de mRNA e 

da proteína induzidas pela hipóxia, enquanto a Eng não é modulada pela hipóxia.  

Assim, diferentes mecanismos patogênicos placentários podem estar envolvidos na 
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expressão diferencial e síntese de sVEGFR-1 e sEng nas gestantes portadoras de 

PE. 

Em conjunto, os resultados do presente trabalho mostram que na placenta 

de gestantes portadoras de PE ocorre desbalanço entre TNF- e IL-10 e entre 

PlGF e VEGF com Flt-1, em comparação às gestantes normotensas.  A maior 

intensidade de expressão de TNF- e menor PlGF na placenta de gestantes com 

PE precoce permite diferenciar essas duas formas da doença e sugere maior 

comprometimento placentário na PE precoce.  
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