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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gestagdo humana,
caracterizada pelo aparecimento de hipertensao arterial e proteinuria apds a 202
semana de gestacdo. E aceito que esta patologia tem origem na placenta,
provavelmente em decorréncia de fatores envolvidos na sua formagdo e
desenvolvimento. O presente projeto teve como objetivo: 1) Avaliar
comparativamente a histopatologia de lesbes placentarias em gestantes
portadoras de PE e gestantes normotensas; 2) Comparar a frequéncia de recém-
nascidos com restricdo 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
manifestacdes clinicas em PE precoce (< 34 semanas de gestacédo - n=40) e PE
tardia (= 34 semanas de gestagdo — n= 80). Um fragmento de placenta foi obtido
imediatamente apds o parto e preparado para analise histopatologica, sendo os
cortes histoldgicos de 4um de espessura colocados sobre Iamina histologica para
coloragdo pelo método de Hematoxilina - Eosina (HE). O exame histolégico das
placentas mostrou que as patologias mais frequentemente encontradas em
gestantes com PE foram aumento de vilos com nds sinciciais, infarto, aumento de
depdsito de fibrina e hipoplasia de vilos distais. Placentas de gestantes portadoras
de PE precoce apresentaram maior percentagem de vilos com aumento de nés
sinciciais para a idade gestacional em comparagao a gestantes normotensas e
com PE tardia. O infarto placentario e a hipoplasia de vilos distais foram mais
frequentes em gestantes portadoras de PE quando comparadas as normotensas,
enquanto o depdsito de fibrina foi maior em gestantes com PE precoce do que
nas com PE tardia. Além disso, a percentagem de recém-nascidos com restricao
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 numero de lesdes e de recém-nascidos com restricdo de crescimento
intrauterino em relacédo as com PE tardia, confirmando que a PE precoce pode ser

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

Palavras chave: pré-eclampsia, placenta, nos sinciciais, restricdo 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 4um 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
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1.  INTRODUGCAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome que incide entre 5% e 7% das
gestacbes 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). E uma doenca sistémica, caracterizada por multiplas alteracdes
no organismo materno e clinicamente identificada por hipertensdo arterial e
proteinuria, que se manifestam apos a 20%. semana de gestacdo (Rein et al.,
2003; Paternoster et al., 2004).

Classicamente, a PE é classificada em leve e grave, de acordo com
parametros clinicos e laboratoriais, e a presenca 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 manifestacdes clinicas da doencga, isto &, antes da 342. ou a partir da 342.
semana de gestacao, respectivamente (von Dadelszen et al., 2003; Huppertz,
2008).

Acredita-se que essas duas entidades diferem quanto suas etiologias e
quanto as formas de manifestagdo da doenga (von Dadelszen et al., 2003;
Huppertz, 2008). A PE de inicio precoce esta geralmente associada com Doppler
anormal da artéria uterina, fetos com restricdo de crescimento intrauterino (RCIU)
e resultados maternos e neonatais ruins (Murphy & Stirrat, 2000; Ness & Sibai,
2006). Por outro lado, a PE 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, 2006).

Dados da literatura indicam que, quando a PE tem inicio precoce pode ser
uma doenga qualitativamente diferente, o que é reforgcado por observagdes de
que a fisiopatologia da PE de inicio precoce difere da de inicio tardio, em termos
de funcdo neutrofilica (von Dadelszen et al., 2003), niveis de citocinas (Vince et
al., 1995; Peracoli et al., 2007; 2008) e maior prevaléncia de lesdes placentarias
(Moldenhauer et al., 2003). Também existe evidéncia epidemioldgica que a PE de
inicio precoce (<28 sem) esta associada com maior risco de recorréncia em

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

Durante a placentagdo normal, as arteriolas espiraladas maternas sao
invadidas pelas células trofoblasticas, resultando em remodelagdo desses vasos
que assegura o suprimento sanguineo adequado para a unidade fetoplacentaria.
Por outro lado, em gestantes com PE a invasdo trofoblastica é inadequada,
gerando defeitos na remodelacdo da arteriola espiralada e resultando em ma
perfusao e isquemia (George & Granger, 2011).

Roberts & Hubel (1999) sugerem que a PE tem como fator inicial a hipdxia
placentaria, decorrente do baixo fluxo sanguineo utero-placentario. Assim, a
placenta desempenha papel essencial nessa doenga, pois problemas na
implantacdo e no processo de placentacdo culminam em redugdo da perfusao
sanguinea e, portanto, em hipdxia/isquemia placentaria (Amash et al., 2007,
Gilbert et al., 2008; Ogge et al., 2011), que determina a liberagdo de fatores
citotdxicos na circulagao materna.

Na PE, as alteracbes placentarias encontradas com maior frequéncia sao
infarto, trombose intervilosa, aumento de ndés sinciciais, presenca de necrose
fibrindide (Vinnars et al., 2008; Souza et al., 2011), aumento no depdsito de fibrina
e hipoplasia dos vilos distais (Akhlaq et al., 2012).

Os noés sinciciais sao definidos como agregados de nucleos do
sinciciotrofoblasto, localizados na superficie das vilosidades terminais e que estao
associados com condi¢des de ma perfusdo utero-placentaria (Loukeris et al.,
2010). Fazem parte da estrutura da placenta e sao considerados indicadores de
maturacao placentaria. Nao se conhece como os nés sinciciais sdo formados e
qual sua funcdo. Entretanto, sao interpretados como um fendmeno degenerativo
(Spanos et al., 2002), um processo de envelhecimento (Huppertz, 2010) e de
hiperplasia sincicial, e como resposta a isquemia ou hipoxia trofoblastica (Sankar
et al., 2012). A aceleragao da maturacao dos vilos placentarios é considerada um
marcador histolégico de insuficiéncia placentaria e responsavel pelo parto
prematuro (Morgan et al., 2012).

O infarto placentario, causado pelo baixo fluxo sanguineo, caracteriza-se
por area de necrose isquémica dos vilos (Souza et al., 2011; Vinnars et al., 2011).
A deposicao de material fibrindide entre os vilos ocorre em todas as placentas,

como resultado da cascata de coagulagao, da degeneragao sinciciotrofoblastica
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ou da secrecgao trofoblastica (Souza et al., 2011). A hipoplasia de vilos distais
caracteriza-se pela diminuicdo do diametro das vilosidades distais, que resulta em
aumento do espaco interviloso (Edline et al., 2004).

A isquemia placentaria, presente na PE, € a causa mais comum da
restricdo 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 sindrome da doencga isquémica
placentaria o processo que pode se manifestar clinicamente como PE, restricao
de crescimento fetal e descolamento prematuro de placenta. Embora a
manifestacao clinica da doenga isquémica placentaria ocorra na segunda metade
da gestacdo, a sua fisiopatologia tem origem na primeira metade da mesma
(Kinzler & Vintzileos, 2008). Tanto na PE como na restricdo de crescimento fetal a
angiogénese e o desenvolvimento da placenta estdo alterados, sugerindo a
ocorréncia de desbalango entre fatores pré e anti-angiogénicos nessas
intercorréncias.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento
placentario (PIGF) sdo importantes proteinas angiogénicas relacionadas com o
desenvolvimento vascular durante a invasao trofoblastica (Tsatsaris et al., 2003) e
responsaveis pelo desenvolvimento placentario normal (Masuyama et al., 2006).
Por outro lado, o fator soluvel fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt1), ao se ligar ao
VEGF e PIGF, age como inibidor da angiogénese, reduzindo os niveis dos
mesmos e consequentemente, atuando como inibidor direto da invaséo
citotrofoblastica (Zhou et al., 2002) e determinando quebra da homeostase
endotelial sistémica, observados na PE (Silasi et al., 2010). De acordo com
Roberts & Post (2008), a avaliagdo histoléogica da placenta em gestagdes
complicadas por hipertensdo arterial materna ou restricdo de crescimento fetal
pode trazer informagdes sobre a fisiopatologia da doencga, predizer a recorréncia
da mesma e identificar condutas especificas para o cuidado clinico da mae e do
recém-nascido.

Considerando que a restricdo de crescimento € uma manifestagao tardia
consequente ao desenvolvimento placentario anormal e precoce (Kinzler &
Vintzileos, 2008), o estudo da associacado entre restricdo de crescimento fetal e

presenca de lesdes relacionadas com a ma perfusdo placentaria, podera
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contribuir para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nas

manifestacdes precoce e tardia da PE.

2. OBJETIVO

Comparar a histopatologia das lesdes placentarias e a frequéncia de
recém-nascidos com restricdo de crescimento intrauterino em gestantes

portadoras de PE precoce e tardia.

3. SUJEITOS E METODOS
3.1. Sujeitos

No periodo de margo 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 assisténcia ao parto na
maternidade da Santa Casa de Misericordia de Botucatu, SP e na maternidade do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e tiveram a
resolucao da gestagéo por cesariana.

A idade gestacional dos grupos estudados foi estabelecida pela data da
ultima menstruacdo e/ou exame ultrasonografico precoce (<20 semanas de
gestacao).

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem
antecedente de hipertensao arterial, manifestaram hipertensao arterial (=140/90
mmHg) associada a proteinuria (> 300 mg em urina coletada durante 24 horas),
ap6s a 202 semana de gestacdo (NHBPEP, 2000). A PE foi classificada em
precoce e tardia segundo o momento do diagnodstico das manifestagdes clinicas,
isto é, antes da 342. ou a partir da 342. semana de gestacao, respectivamente
(Hupertz, 2008).

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas
quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo no. 278/11-
CEP).
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3.2. Critérios de Incluséo

Grupo de gestantes saudaveis (normotensas): mulheres com gestagao
unica, sem complicagdes clinicas ou obstétricas.

Grupo estudo (pré-eclampsia): mulheres com gestacao unica e portadoras

de PE, sem outras complicagdes clinicas ou obstétricas.

3.3. Critérios de Exclusao

Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com exce¢ao de
PE tais como: gestacdo gemelar, PE anterior, hipertensdo crbnica, diabetes,
doencas renais, ma-formacao fetal, doencas infecciosas, soropositividade para
HIV e uso de drogas e alcool ou ndo ter a gestacado resolvida no Servico de
Obstetricia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP ou na maternidade da Santa Casa de

Misericordia de Botucatu, SP.

3.4. Dosagem da Proteinuria

A proteinuria em urina de 24 horas foi quantificada por método
colorimétrico, no sistema de automacdo Technicon RAXT, do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP.

3.5. Colheita e processamento das amostras de tecido placentario

A amostra de tecido placentario, abrangendo as faces materna e fetal, foi
colhida imediatamente apds a dequitacdo. Os fragmentos de placenta, cortados a
partir do centro da mesma, em forma de tridngulo, com auxilio de um bisturi
cirurgico, foram imediatamente colocados em recipiente estéril, contendo formol

tamponado para transporte até o laboratdrio.

3.6. Analise histopatolégica da placenta

Os fragmentos placentarios foram fixados em formol tamponado com
fosfato a 10% por 48 horas e submetidos a processo de lavagem em &gua
corrente por 24 horas. Em seguida, foram desidratados em alcool, diafanizados
em xilol e incluidos em parafina. Os cortes histolégicos de 4um de espessura

foram colocados sobre |amina histolégica para coloragdo pelo método de
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Hematoxilina - Eosina (HE). O exame histoldgico foi realizado pelo pesquisador
sem conhecimento prévio do grupo ao qual a gestante pertencia, das informagdes
clinicas e da idade gestacional. As variaveis histologicas avaliadas foram:

presencga de nods sinciciais, infarto, depdsito de fibrina e hipoplasia de vilos distais.

3.7. Classificagado dos recém-nascidos

Para identificacdo de restricdo de crescimento intrauterino, os recém-
nascidos das gestantes normotensas e das portadoras de PE foram avaliados
imediatamente apds 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 - AlG (peso entre os percentis 10 e 90) e grandes para

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

3.8. Analise estatistica

Os resultados referentes as caracteristicas das gestantes normotensas e
portadoras de PE precoce e tardia foram analisados empregando-se testes nao
parametricos. Na comparacgao das proporgdes obtidas no estudo da histopatologia
das lesdes e da restricdo de crescimento intrauterino utilizou-se o teste de qui-
quadrado, com correcdo de Pearson quando necessario. Para todas as analises
foi utilizado o programa estatistico INSTAT, GraphPad, San Diego, CA, USA

(2000), com nivel de significancia de 5%.

4, RESULTADOS

4.1. Caracteristicas das gestantes

As caracteristicas das gestantes estudadas, estratificadas em normotensas
e portadoras de PE precoce (<34 semanas) e PE tardia (234 semanas),
encontram-se na Tabela 1.

A idade materna foi semelhante nos trés 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 concentracdo de proteinuria (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. Caracteristicas das gestantes estudadas.

Gestantes
Caracteristicas Normotensas PE precoce PE tardia
n=20 n=40 n=80
30 24 25
|dade (anos) (23 - 40) (13 - 36) (14 - 45)
Idade gestacional 38 31* 37
(semanas) (36 — 40) (27 - 33) (34 — 42)
Proteinuria "
(mg/24 horas) <300 3.960 720
(320 — 22.520) (300 —9.520)

Os valores de idade materna, idade gestacional e proteinlria estdo expressos em
mediana, com os valores minimo e maximo entre parénteses.

* (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. Analise histopatoldgica da placenta de gestantes normotensas e
portadoras de PE
O exame histopatolégico das placentas de gestantes com PE mostrou que

as alteracdes predominantes foram aumento de nés sinciciais, infarto, aumento de

deposito de fibrina e hipoplasia de vilos distais (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografia representativa da histopatologia placentaria de gestantes
normotensas e portadoras de PE. A) Aumento de nds sinciciais (setas) em placenta de
gestante portadora de PE com 29 semanas de gestacdo (HE — 200x). B) Presenca de
poucos nds sinciciais (seta) em placenta de gestante portadora de PE com 36 semanas
de gestacao. C) Infarto placentario (setas) de gestante com 33 semanas de gestacao e
portadora de PE (HE — 200x). D) Aumento de depdsito de fibrina (setas) em placenta de
gestante portadora de PE com 30 semanas de gestagdo (HE — 200x). E) Hipoplasia de
vilos distais (setas) em placenta de gestante portadora de PE com 36 semanas de
gestacado (HE — 200 x). F) Presenca de nds sinciciais (setas) em placenta de gestante

normotensa com 38 semanas de gestagao.
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Na determinagcdo da percentagem de vilos contendo nos sinciciais foram
contados os vilos que apresentavam cinco ou mais noés sinciciais em 100 vilos do
corte histologico. Os nds sinciciais foram definidos como aglomerados de cinco ou
mais nucleos com projecdes periféricas dos vilos que ndo estavam em contato
com outro vilo adjacente (Loukeris et al., 2010). O infarto viloso foi definido como
a regidao isquémica das vilosidades, envolvida por sangue coagulado, e foi
classificado quanto a sua presenga ou auséncia nos cortes histolégicos. O
depdsito de fibrina periviloso foi identificado pela presenga de acumulo de material
fibrindide ao redor das vilosidades e foi considerado aumentado quando mais de
um quarto das vilosidades estavam total ou parcialmente envolvidas. Na analise
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 nds sinciciais de gestantes portadoras de PE
precoce, detectados nos periodos entre 24 e 28 semanas (37,4%) e entre 29 e 33
semanas (35,3%) foi elevada e semelhante a das gestantes normotensas (44,2%)
e portadoras de PE tardia com idade gestacional a partir de 37 semanas (37,7%).
A ocorréncia de nos sinciciais foi maior em gestantes portadoras de PE precoce
quando comparada as gestantes portadoras de PE entre 34 e 36 semanas de
gestacdo. Nesse periodo, a percentagem de vilos com nds sinciciais foi
significativamente menor em gestantes com PE tardia (24,7%), quando
comparadas as gestantes normotensas (44,2%) e pré-eclampticas com idade
gestacional a partir de 37 semanas (37,7%). Houve aumento do numero de nés
sinciciais nas placentas de gestantes com PE tardia a partir de 37 semanas de
gestagdo (40%), semelhante aos valores apresentados por gestantes

normotensas avaliadas no mesmo periodo (Figura 2).
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Figura 2. Percentagem de vilos com nés 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-eclampsia precoce; PET- pré-eclampsia tardia.

A percentagem de alteragdes placentarias de gestantes portadoras de PE
precoce e tardia em relacdo as gestantes normotensas esta representada na
Figura 3. A frequéncia de infarto placentario foi significativamente maior nos dois
grupos de gestantes portadoras de PE quando comparados ao grupo de
gestantes normotensas. O depdsito de fibrina foi significativamente mais
acentuado nas gestantes portadoras de PE precoce quando comparadas as
gestantes normotensas e com PE tardia. A percentagem de hipoplasia dos vilos
distais apresentou diferenca significativa entre as gestantes normotensas e as

portadoras de PE precoce e tardia.
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Figura 3. Alteragdes predominantes em placentas de gestantes portadoras de PE.
*(p<0,05) vs NT; # (p<0,001) vs NT e PET.

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

A analise da presencga de restricdo de crescimento intrauterino revelou que
0s recém-nascidos de gestantes portadoras de PE precoce apresentaram
percentagem significativamente maior (37,8%) de restricdo de crescimento
intrauterino quando comparada com a de recém-nascidos de gestantes
portadoras de PE tardia (14,3%). Os recém-nascidos de gestantes normotensas

nao apresentaram restricdo de crescimento intrauterino (Figura 4).
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Figura 4. Percentagem de recém-nascidos com restricdo 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-eclampsia precoce; PET- Pré-eclampsia tardia.

5. DISCUSSAO

Embora a etiopatologia da PE ainda ndo esteja claramente definida, ha
evidéncias de que a presencga da placenta seja o principal fator responsavel pelo
aparecimento e a gravidade da doenca (Redman & Sargent, 2005; Heazell et al.,
2006). A remodelacao inadequada das arteriolas espiraladas na PE pode induzir
hipéxia placentaria e estresse oxidativo, que causam a liberagdo de fatores
placentarios, como o receptor de VEGF soluvel (SVEGFR-1 ou Flt1) (Maynard et
al., 2003; Makris et al., 2007), a endoglina soluvel (sEng) (Venkatesha et al.,
2006), citocinas pro-inflamatoérias (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

inflamatodria sistémica intravascular (Redman et al., 1999; Schiessl et al., 2006), a
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ativagao de leucacitos (Sacks et al., 1998; Gervasi et al., 2001) e para a disfungao
endotelial (Roberts, 1998; Khan et al., 2005), responsaveis pela caracteristica
multisistémica da doenca.

O presente estudo mostrou que as principais alteragdes histopatologicas
placentarias nas gestantes portadoras de PE, quando comparadas as gestantes
normotensas, foram o aumento da percentagem de numero de nds sinciciais, de
infarto, de depdsito de fibrina e de hipoplasia de vilos distais. Entre as gestantes
pré-eclampticas, o aumento de nés sinciciais e de depésito de fibrina foi
significativamente maior nas gestantes com PE precoce. Essas gestantes,
quando avaliadas nos periodos entre 24 e 28 semanas e entre 29 e 33 semanas,
apresentaram altas percentagens de nds sinciciais. Essas estruturas estdo
associadas com condigdes de ma perfusdo utero-placentaria, sinalizando o
aumento de seu numero o amadurecimento precoce da placenta (Loukeris et al.,
2010). Os nos sinciciais sdo raramente vistos em vilos de placenta imatura,
aumentam gradualmente com a idade gestacional e estéo presentes entre 10% e
30% dos vilos terminais na gestacao de termo (Jain et al., 2007). De acordo com
Corréa et al. (2008), o aumento de nos sinciciais € observado em placentas de
termo e em gestagdes prematuras, mostrando correlagdo positiva com a
gravidade da hipertensao arterial. Considerando que a PE precoce esta
geralmente associada aos casos mais graves da doencga (Hall et al., 2006), os
resultados obtidos no presente trabalho sugerem que as altas percentagens de
vilos com aumento de nds sinciciais, observadas nas placentas de gestantes com
PE precoce, podem ser decorrentes das formas mais graves da doenca
associadas as condicoes de ma perfusdo utero-placentaria, que causam
maturagao acelerada dos vilos placentarios.

Quando os resultados deste trabalho foram comparados com os de
Loukeris et al. (2010), que padronizaram valores de referéncia de nds sinciciais
em placenta de gestantes normais com idade gestacional variando entre 20 e 40
semanas de gestacdo, observou-se um grande contraste entre gestantes
normotensas e portadoras de PE. A percentagem média de vilos com nés
sinciciais obtida por esses autores em gestantes normais no periodo de 26 a 34
semanas de gestacdo 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 periodos 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 nds sinciciais significativamente menor
em comparagao as gestantes portadoras de PE precoce e as gestantes
normotensas e com PE tardia, com idade gestacional maior que 37 semanas.
Essa menor percentagem de vilos contendo nds 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 nods sinciciais nos vilos de gestantes normais varia
entre 12% e 26% (Loukeris et al. (2010). Apés 37 semanas de gestacdo, as
gestantes portadoras de PE tardia e as normotensas apresentaram percentagens
de nods sinciciais semelhantes, provavelmente por estarem mais préximas do final
da gestacao.

O infarto placentario ocorre devido ao baixo fluxo sanguineo que chega a
placenta (Souza et al., 2011), produzindo isquemia utero-placentaria, 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 placentario em relagdo as normotensas, o que pode estar relacionado a
isquemia placentaria presente em pacientes com PE devido ao baixo fluxo
sanguineo destinado a placenta (Roberts & Hubel, 1999), resultando em hipdxia
placentaria. Esse estudo corrobora com o estudo de Vinnars et al. (2011), em que
a presenca de infarto foi maior em gestantes portadoras de PE quando
comparadas as normotensas. Em contrapartida, estudo realizado por van der
Merwe et al. (2010) mostrou que a presenga 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 placentacdo inadequada, comprometendo o sucesso da
gestacao.

O depdsito de fibrina apresentou aumento significativo em placenta de
gestantes portadoras de PE precoce quando comparado as gestantes
normotensas e portadoras de PE tardia. Sikkema et al. (2002) também
observaram aumento do depdésito de fibrina em gestantes portadoras de PE. O
depdsito de fibrina é considerado um produto da coagulacdo sanguinea materna

(Frank et al., 1994; Souza et al., 2011) e sua formagao ocorre pela degeneragao
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sinciciotrofoblastica devido a hipdxia resultante do mau suprimento sanguineo
(Castelluci & Kaufmann, 1995). Na PE, a placenta expressa intenso estresse
oxidativo (Burton & Jauniaux, 2004; Myatt & Cui, 2004), resultante de lesao
causada por hipoxia e reperfusdo (Burton & Hung, 2003). Assim, o aumento de
depodsito de fibrina na PE precoce pode comprometer o desenvolvimento
placentario ao dificultar o aporte sanguineo destinado a esse 6rgéo.

A maior percentagem de placentas com hipoplasia dos vilos distais
encontrada nas gestantes com PE precoce quando comparadas as normotensas
concorda com os resultados de Akhlaq et al. (2012). A ocorréncia dessa alteragao
placentaria estd associada com o baixo fluxo sanguineo destinado ao feto,
provavelmente devido a ma placentacdo, que pode dificultar, ainda mais, o
suprimento sanguineo placentario ja que os vilos se encontram diminuidos.

Os resultados do presente trabalho mostram que as gestantes com PE
precoce apresentaram maior frequéncia de lesdes placentarias relacionadas a
ma-perfusao materna do que as com PE tardia e concordam com os de Ogge et
al. (2011). Esses autores demonstraram que o envolvimento placentario
determinado pela analise das lesdes histopatologicas diferencia PE precoce da
PE tardia e que a prevaléncia das lesdes diminui com o avango da idade
gestacional. Assim, quanto menor a idade gestacional no momento do parto,
maior a frequéncia de lesbes placentarias consistentes com a ma perfusao
materna e a gravidade da PE.

A classificagdo da PE em precoce e tardia tem um significado progndstico
importante, uma vez que o aparecimento precoce da doenga esta 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 € maior com o
desenvolvimento precoce da PE (Yu et al., 2008) e a morbidade e mortalidade
neonatais em gestagées complicadas por PE estdo relacionadas com a idade
gestacional no momento do parto (Ganzevoort et al., 2006; Sibai et al., 2008).

A associacao entre PE e restricdo de crescimento fetal ja esta bem
estabelecida (Ferrazani et al., 2000; Ophir et al., 2006; Krielessi et al., 2012),
existindo correlagao entre placentacido deficiente e recém-nascido pequeno para
a idade gestacional (Redman & Sargent, 2005). Neste trabalho a percentagem de
recém-nascidos com restricdo 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 restrigdo de crescimento fetal associada
com lesdes placentarias decorrentes de alteragées do suprimento sanguineo fetal
e materno. A comparacédo da percentagem de recém-nascidos com restricao de
crescimento com as alteragdes placentarias em gestantes portadoras de PE
precoce mostrou maior ocorréncia de alteragdes como aumento de noés sinciciais
e aumento de depdsito de fibrina. Esses resultados sugerem que os indices de
restricdo de crescimento podem ser decorrentes das condi¢cdes extremas de
isquemia placentaria, que afetam o fluxo sanguineo destinado ao feto, evidentes
em pacientes portadoras de PE precoce. As condigdes de isquemia placentaria,
presentes principalmente nessas gestantes, levam a altos indices de restricdo de
crescimento fetal estando o aumento da frequéncia destas alteragdes envolvido
no desenvolvimento do feto. De acordo com Moscuzza et al. (2011) e Adams-
Chapman et al. (2002), a insuficiéncia placentaria pode causar restricdo do
crescimento fetal e hipoxia fetal cronica, resultando em um conjunto de patologias
que vao desde doencgas perinatais menores a paralisia cerebral.

Os resultados do presente estudo mostram que gestantes portadoras de
PE precoce apresentam lesdes histopatoldogicas placentarias mais graves e
frequentes, que por sua vez estdo associadas a maior frequéncia de recém-
nascidos com restricdo de crescimento intrauterino em relagdo as com PE tardia,
confirmando que a PE precoce deve ser considerada uma patologia gestacional

com manifestagbes mais graves do que a PE tardia.
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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica 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 doenga,
provavelmente em decorréncia de fatores envolvidos na sua formagdo e
desenvolvimento. Além disso, o desbalanco entre a produgao de citocinas e de
fatores angiogénicos parece contribuir para a patogénese da PE. O presente
trabalho teve como objetivos: 1) Determinar a expressao de citocinas pro-
inflamatodrias: fator estimulador de col6nias de granulécitos e macrofagos (GM-
CSF) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), citocinas anti-inflamatdrias:
interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento e transformacéo-beta 1 (TGF-B4), de
fatores pro-angiogénicos: fator de crescimento placentario (PIGF) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), bem como de fatores anti-angiogénicos:
fms-like tyrosine-kinase-1 (Flt-1) e Endoglina (Eng) em placentas de gestantes
normotensas e com PE; 2) Comparar a expressado de citocinas pré e anti-
inflamatorias e de fatores pré e anti-angiogénicos em tecido placentario 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 manifestagdes clinicas em PE
precoce (< 34 semanas de gestacdo) e PE tardia (= 34 semanas de gestagéo).
Um fragmento de placenta foi obtido imediatamente apds o parto e preparado
para analise imunoistoquimica da expressdo de GM-CSF, TNF-a, IL-10, TGF-f4,
PIGF, VEGF, Flt-1 e Eng por células do tecido placentario. A analise
imunoistoquimica revelou expressao de TNF-o mais intensa em placenta de
gestantes portadoras de PE quando comparadas as normotensas. Entre as pré-
eclampticas, a maior expressao da citocina foi observada na PE precoce. Ao
contrario do TNF-a, a expressdao de IL-10 foi mais intensa na placenta de
gestantes normotensas. A expressdo de TGF-B1 e GM-CSF nao apresentou
diferenga significativa entre os trés grupos estudados. Com relagdo aos fatores
angiogénicos, observou-se expressao significativamente aumentada de VEGF e
PIGF em cortes de placenta de gestantes normotensas quando comparadas as
portadoras de PE. A intensidade de marcagdao de PIGF foi significativamente

menor na PE precoce do que na PE tardia. A expressdo de Flt-1 mostrou-se
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aumentada em placentas de gestantes portadoras de PE precoce e tardia e
diminuida em gestantes normotensas. Nao se observou diferenga significativa na
expressdo de Eng entre gestantes normotensas e portadoras de PE. Os
resultados monstram que na placenta de gestantes portadoras de PE ocorre
desbalanco entre TNF-a e IL-10 e entre PIGF e VEGF com FIt-1 em comparagéao
as gestantes normotensas. A maior intensidade de expressao de TNF-a e menor
de PIGF na placenta de gestantes com PE precoce em comparagdo com a PE
tardia, permite diferenciar essas duas formas da doenca e sugere maior

comprometimento placentario na PE precoce.

Palavras chave: pré-eclampsia, placenta, citocinas, fatores angiogénicos
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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-a) and the antinflammatory cytokines: interleukin-10
(IL-10) and transforming growth factor-beta 1 (TGF-B4), as well as the pro-
angiogenic factors: placental growth factor (PIGF) and vascular endothelial growth
factor (VEGF), and the anti-angiogenic factors: fms-like tyrosine-kinase-1 (FIt-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-a, IL-10, TGF-B4, PIGF, VEGF,
FIt-1 and Eng expression in the placental tissue. Immunohistochemical analysis
showed significant high expression of TNF-a 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-a, the IL-10 expression was more intense in placenta of normotensive
pregnant women. The expression of TGF-B4 and GM-CSF showed no significant
difference among the three groups studied. Expression of the angiogenic factors,
VEGF and PIGF was increased in placental sections of normotensive pregnant
women when compared with women with PE. The intensity marking of PIGF 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-a and IL-10 and
between PIGF 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-a.and PIGF 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.  INTRODUGCAO

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome que incide entre 5% e 7% das
gestacdes, sendo caracterizada por multiplas alteragdes no organismo materno e
clinicamente identificada por hipertenséo arterial e proteinuria, que se manifestam
apo6s a 202. semana de gestacao (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 dependéncia do
aparecimento das manifestagdes clinicas antes da 342. ou a partir da 342. semana
de gestacéo, respectivamente (von Dadelszen et al., 2003; Huppertz, 2008).

Embora a etiologia da PE ainda n&o 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
interacéo de varios mecanismos responsaveis pela caracteristica multisistémica
da doencga, tais como: placentagao inadequada (Pijnenborg et al., 1983; Royle et
al., 2009), disfungdo endotelial (Khan et al., 2005), angiogénese insuficiente
(Levine et al., 2006), ma adaptagao imunoldgica (Dekker & Sibai, 1999), estresse
oxidativo (Gupta et al.,, 2005; Redman & Sargent, 2000; 2005) e resposta
inflamatoria excessiva (Redman et al., 1999; Redman & Sargent, 2003). Essa
inflamacédo exacerbada contribui significativamente para a fisiopatologia da PE,
incluindo disfuncao endotelial e placentaria (Redman & Sargent, 2005).

Durante a placentacdo normal, as arteriolas espiraladas maternas sao
invadidas por células trofoblasticas, resultando em remodelagdo das mesmas, o
que assegura o suprimento sanglineo adequado para a placenta e o feto. No
entanto, em placentas de gestantes com PE essa invasdo € inadequada,
(Meekins et al., 1994), gerando defeitos na remodelacdo das arteriolas
espiraladas e resultando em ma perfusdo e isquemia placentaria (George &
Granger, 2011). Roberts e Hubel (1999) sugerem que a PE se inicia como
consequéncia do baixo fluxo sanguineo uteroplacentario que resulta em hipdxia
placentaria. Assim, a placenta tem papel essencial nessa doenga, pois problemas
na implantacédo e no processo de placentacdo culminam em redug¢ao da perfusao
sanguinea e, portanto, em hipdxia/isquemia placentaria (Amash et al., 2007;

Gilbert et al., 2008), que também pode causar restricdo de crescimento fetal
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intrauterino (Hung et al., 2004). Segundo Silasi et al. (2010) a placentacao
deficiente é seguida da secrecgao de fatores citotoxicos, que por sua vez induzem
disfungao endotelial generalizada.

Assim, na PE, as alteracbes que causam isquemia/hipoxia placentaria
estimulam a producdo de citocinas inflamatoérias que induzem ativagdo e
disfungdo endotelial, resultando nos sinais clinicos caracteristicos dessa doencga
(Royle et al., 2009). A sintese de citocinas pro-inflamatérias decorre da resposta
inflamatdria sistémica excessiva com ativagdo da imunidade inata e adaptativa
(Redman et al., 1999; Szarka et al., 2010).

As citocinas séo polipeptideos de 8 - 80kDa, secretados por células da
imunidade inata e adaptativa, que atuam de maneira autocrina ou paracrina sobre
as diferentes células do organismo. Agem através da sua ligacdo a receptores
especificos na membrana da célula, estabelecendo uma cascata de reacdes
metabdlicas que induzem ou inibem inumeros genes, provocando as mudangas
necessarias para o desenvolvimento da resposta imune. Esses mediadores
podem facilitar ou prejudicar a implantagao e a evolugao da gravidez normal, pois
estdo envolvidos no controle da resposta imune materna e no desenvolvimento
fetal (Raghupathy & Kalinka, 2008). Entretanto, quando alteradas podem
determinar complicagbes como abortamento, pré-eclampsia e parto prematuro
(Orsi & Tribe, 2008).

A interleucina 10 (IL-10) € uma molécula imunossupressora, produzida por
células T, mondcitos ou macréfagos e células B. E secretada principalmente
pelos macréfagos da decidua (Heikkinen et al., 2003) e também por um amplo
conjunto de células, incluindo células que nao pertencem ao sistema imune
(Saraiva & O’'Garra, 2010). A IL-10 é uma citocina caracteristica de perfil Th2 com
atividade anti-inflamatoria e reguladora, que protege a gestacdo (Saito et al.,
2007).

O fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B1) tem importante
papel na manutengédo da gestacao, regulando a diferenciagdo do trofoblasto e a
transformacao das arteriolas espiraladas (Ayatollahi et al., 2005). A superfamilia
do TGF-B1 expressa-se acentuadamente no endométrio, associando-se com a
proliferagcdo celular, diferenciagcdo, apoptose e remodelacdo de tecidos,
exercendo, assim, papel imunomodulador em eventos celulares envolvidos com a

decidualizagao e desenvolvimento embrionario (Jones et al., 2006).
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Os tecidos placentarios também expressam citocinas proé-inflamatoérias
como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), potente ativador do endotélio
vascular e provavel mediador da disfungcdo endotelial na PE (Rein et al., 2003).
Na gestacdo normal a expressao de TNF-a € baixa e modula a proliferagéo e
invasao trofoblastica das arteriolas espiraladas, mantendo as fungdes normais da
placenta. Porém, quando em excesso, pode restringir essa invasao, associar-se
com a gravidade da doenga, contribuindo para a fisiopatologia da PE (Knackstedt
et al., 2001; Feng et al., 2011).

O fator estimulador de colbénias de granulécitos e macrofagos
(GM-CSF) é uma citocina hematopoiética, potente mediadora da proliferacao e
diferenciacao celular. A presenca de GM-CSF é detectada em endométrio e
células epiteliais de humanos (Sharpe-Timms et al., 1994). O epitélio uterino &
importante fonte de GM-CSF, fato observado em cultura de células placentarias
de ratas, onde essa citocina apresenta capacidade de estimular a proliferagao
celular. Porém, quando presente em concentragbes elevadas contribui para a
ocorréncia de hipdxia placentaria, que precede o desenvolvimento da PE
(Hayashi et al., 2003).

Embora varias moléculas estejam envolvidas na angiogénese e
homeostase vascular da gestacgao, alguns fatores sdo mais pesquisados, como o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento
placentario (PIGF), a Endoglina (Eng) e o receptor de VEGF (VEGFR-1) ou fms-
like tyrosine-kinase-1 (FIt-1), todos associados a patogénese da PE (Silasi et al.,
2010).

VEGF e PIGF séo glicoproteinas envolvidas tanto na angiogénese como na
vasculogénese, ou seja, crescimento e formagdo de novos vasos sanguineos
(Nagy et al., 2003). O VEGF é expresso principalmente no sinciciotrofoblasto e
nas células endoteliais dos vasos e capilares do tecido placentario (Lyall et al.,
1997; Maynard et al., 2003), enquanto o PIGF é produzido por varios tipos de
células e tecidos, entre eles o trofoblasto placentario e o endotélio materno
(Vatten et al.,, 2007). O déficit de produgdo de PIGF pode resultar em
vascularizagdo deficiente, uma vez que essa glicoproteina exerce papel
importante no desenvolvimento vascular durante a invasao trofoblastica (Tsatsaris
et al., 2003) e durante o desenvolvimento do embrido (Taylor et al., 2003;
Dimitrakova et al., 2004; Silasi et al., 2010). Assim, a diminuicdo de PIGF
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circulante pode estar relacionada com menor producao de fatores de crescimento
angiogénicos e representar desenvolvimento placentario anormal (Masuyama et
al., 2006).

PIGF e VEGF exercem seus efeitos por meio de ligacdo a receptores
especificos VEGFR-1 ou Flt-1, que sao receptores do tipo tirosina-quinase. Esse
receptor é constituido por um dominio extracelular, uma regido transmembranica
e um componente intracelular que contém um dominio de tirosina-quinase. A
forma soluvel desse receptor (sFIt-1 ou sVEGFR1) é detectada na circulagao,
ligando-se tanto ao VEGF como ao PIGF. Assim, quando o sFlt-1 é produzido em
altas concentragdes, liga-se as moléculas de VEGF e PIGF, impedindo que esses
fatores angiogénicos fagam interagdo com seus receptores na membrana celular
e desempenhem suas fungdes fisioldgicas, determinando quebra da homeostase
endotelial sistémica, observada na PE (Kendall et al., 1996; Wang et al., 2009;
Silasi et al., 2010). Além disso, os niveis de SVEGFR-1 se correlacionam com a
gravidade e o tempo de aparecimento da doenga (Maynard et al., 2003; Ahmed et
al., 2004).

A Endoglina (Eng) ou CD105 é um co-receptor de superficie celular para
membros da familia do TGF-B¢ (TGF-B1 e TGF-B3), que na forma soluvel, exerce
efeito inibidor da migracao e diferenciacdo do trofoblasto na placenta (Jones et
al.,, 2006). A concentragcdo da forma soluvel desse co-receptor (sEng) esta
aumentada no plasma de gestantes com PE, enquanto o nivel de TGF-B4 esta
diminuido em comparacédo as gestantes normais (Venkatesha et al., 2006). A
interacdo de sEng com TGF-B4 pode prejudicar a ligagdo do TGF-B; aos
receptores endoteliais, diminuindo a vasodilatagcao endotelial ativada pela enzima
oxido nitrico sintase e comprometendo a ag¢do angiogénica dessa citocina
(Venkatesha et al., 2006; Lim et al., 2008).

Uma das hipoteses para o desenvolvimento e patogénese da PE é o
desbalanco entre fatores angiogénicos circulantes, caracterizado por elevadas
concentragdes de sFit-1 e sEng e baixos niveis de PIGF e VEGF, resultando na
disfung¢ao endotelial que determina o aparecimento dos sinais clinicos da doenga
(Romero et al., 2008; Wang et al., 2009).

Enquanto a determinagédo plasmatica de fatores pré e anti-angiogénicos é
amplamente utilizada para avaliar o risco de desenvolvimento de PE (Levine et

al., 2006), ou sua associacao com complicagdes da doenga (Signore et al., 2006),
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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 avangos no estudo do envolvimento de fatores angiogénicos
na fisiopatologia da pré-eclampsia, varias questdes permanecem sem resposta.
Portanto, a analise da expressao de fatores pré e anti-angiogénicos, bem como
de citocinas pré e anti-inflamatorias nos tecidos placentarios de gestantes com
PE podera trazer importante contribuicdo ao conhecimento dos mecanismos
envolvidos no aparecimento das manifestagdes clinicas, precoce ou tardia, da

pré-eclampsia.

2. OBJETIVO

Determinar a expresséo de citocinas e de fatores angiogénicos em tecido
placentario de gestantes portadoras de PE, e comparar a expressdo destes

fatores entre PE precoce e tardia.

3. SUJEITOS E METODOS
3.1. Sujeitos

Foram coletados, no periodo de margco 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 assisténcia ao parto na
maternidade do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP e na maternidade da Santa Casa de Misericordia de Botucatu, SP e
tiveram a resolugao da gestacao por cesareana.

A idade gestacional dos grupos estudados foi estabelecida pela data da
ultima menstruacdo e/ou exame ultrasonografico precoce (<20 semanas de
gestacéo).

As gestantes foram consideradas portadoras de PE quando, sem
antecedente de hipertensao arterial, manifestaram hipertensao arterial (=140/90
mmHg) associada a proteinuria (> 300 mg em urina coletada durante 24 horas),
ap6s a 202 semana de gestacdo (NHBPEP, 2000). A PE foi classificada em

precoce ou tardia segundo o momento do diagndstico das manifestagdes clinicas,
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isto é, antes da 342. ou a partir da 342 semana de gestagao, respectivamente
(Hupertz, 2008).

O tamanho amostral calculado considerou a diferenga de pelo menos um
desvio padrao, com significancia de 5% e poder de 80%, entre os resultados
obtidos dos grupos de gestantes normotensas, gestantes portadoras de PE
precoce e PE tardia com relacdo a expressao de citocinas pré e anti-inflamatdrias
e fatores prdé e anti-angiogénicos nos tecidos placentarios. Assim, foram
necessarias, pelo menos, 16 amostras por grupo estudado.

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas
quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo no. 278/11-
CEP) (Anexos).

3.2. Critérios de Inclusao

Grupo de gestantes saudaveis (normotensas): Mulheres com gestagao
unica, sem complicagdes clinicas ou obstétricas;

Grupo estudo (pré-eclampsia): Mulheres com gestacao unica e portadoras

de PE, sem outras complicagdes clinicas ou obstétricas.

3.3. Critérios de Exclusao

Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com exceg¢ao de
PE tais como: gestacdo gemelar, PE anterior, hipertensdo crbnica, diabetes,
doencgas renais, ma-formacéao fetal, doengas infecciosas, soropositividade para
HIV e uso de drogas e alcool ou nao ter a gestacao resolvida no Servico de
Obstetricia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP e/ou na maternidade da Santa Casa de

Misericordia de Botucatu, SP.

3.4. Dosagem da Proteinuria

A proteinuria em urina de 24 horas foi quantificada por método
colorimétrico, no sistema de automacdo Technicon RAXT, do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP.
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3.5. Colheita e processamento das amostras de tecido placentario

A amostra de tecido placentario, abrangendo as faces materna e fetal, foi
colhida imediatamente apds o parto. Os fragmentos (1 a 2 g) de placenta foram
cortados a partir do centro da placenta, em forma de triangulo, com auxilio de um
bisturi cirurgico, logo apds a extracdo 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 agua corrente por 24h,

desidratados em alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina.

3.6. Analise imunoistoquimica

Nas amostras de placenta analisou-se a expressdao de citocinas pro-
inflamatorias (GM-CSF e TNF-a), anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-B+), fatores pré-
angiogénicos (PIGF e VEGF) e fatores anti-angiogénicos (Eng e Flt-1) por células
do tecido placentario. Os cortes do material, incluidos em parafina, com 4um de
espessura, foram colocados sobre lamina histolégica, previamente tratada com
Vectabond (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). Para a
desparafinizagédo, hidratagcdo e recuperagao antigénica dos cortes foi utilizado
solugdo tampao Trilogy (Cell Marque Co, Rocklin, CA, USA) em panela de
pressao 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 enddégena, sendo
posteriormente lavados por sucessivos banhos de agua destilada e PBS. Em
seguida foi realizado o bloqueio de fundo com Background Block (Cell Marque)
por 10 min seguido por lavagens de agua destilada e PBS. Apds os bloqueios, os
cortes foram incubados por 60 min a 37°C, com anticorpos primarios antigeno-
especificos: monoclonal murino anti-TNF-a, anti-VEGF, anti-Eng e anti-Flt-1
humanos (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), policlonal de coelho anti-PIGF, anti-
TGF-B4 e anti-IL-10 humanos (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) e monoclonal
murino anti-GM-CSF humano (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) diluidos em
Antibody Diluent (Cell Marque). Apos a incubagao os cortes foram lavados com
banhos de PBS e em seguida submetidos a acao do amplificador de sinal,
Amplifier para anticorpos murino e de coelho (Cell Marque) por 10 min a 37°C.
Para a deteccdo do anticorpo primario foi utilizado um polimero, 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 solucdo reveladora, contendo 10mg de diaminobenzidina (DAB), 0,2 % de
peréxido de hidrogénio (H20, ) 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 agua corrente. A desidratagao foi feita em banhos de alcool
etilico absoluto, alcool 90%, 80% e 70%, clareados em xilol (4 banhos) e
montados com laminulas contendo Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ,
USA).

Para a realizagdo do controle negativo da reagdo o anticorpo primario foi
substituido por soro controle negativo de camundongo ou coelho (Cell Marque),
contendo o isotipo de imunoglobulina semelhante ao do anticorpo primario
empregado.

A expressao das citocinas e fatores angiogénicos foi identificada nos cortes
placentarios com auxilio de microscépio optico (Olympus CX-31) com ocular 10X
e objetivas de 10, 20 e 40X. Foram fotografados cinco campos aleatérios de cada
corte placentario, com objetiva de 20x, que foram analisados empregando-se o
software Image J, que quantificou a marcagéao de citocinas e fatores angiogénicos

na unidade de pixels/um de area.

3.7. Analise Estatistica

Os resultados referentes as caracteristicas das gestantes normotensas e
portadoras de PE precoce e tardia e da analise da expressdo de citocinas e
fatores angiogénicos em cortes placentarios dessas gestantes foram analisados
empregando-se testes ndo paramétricos (teste de Kruskal-Wallis). Para todas as
analises empregou-se o programa estatistico INSTAT, Graph Pad, San Diego,
CA, USA (2000), com nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas das gestantes

As caracteristicas 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 concentracdo de proteinuria (4.450 mg/24h) significativamente

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

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

e tardia.

Gestantes
Caracteristicas Normotensas PE precoce PE tardia
< 34 semanas 2 34 semanas
n=16 n=16 n=16
Idade 30 28 29
materna (anos) (23 — 40) (18 — 39) (17 — 38)
Idade gestacional 38 32* 36
(semanas) (36 — 40) (24 - 33) (35— 40)
Proteinuria <300 4.450* 680

(mg/24 horas) (330 — 16.500) (310 —1.400)

Os valores de idade materna, idade gestacional e proteinuria estdo expressos em
mediana, com os valores minimo e maximo entre parénteses.

* (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 expressao de citocinas e fatores angiogénicos
A expressao das citocinas e dos fatores angiogénicos em cortes de
placenta de gestantes normotensas e de portadoras de PE esta representada nas

figuras 1 e 2. A concentracdo dos anticorpos especificos para deteccao das
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citocinas e fatores angiogénicos por imunoistoquimica foi previamente
padronizada em cortes placentarios de gestantes normotensas e com PE,
utilizando-se diferentes concentragdes e diluicbes dos anticorpos. Assim, apos a
padronizagdo, as concentracbes dos anticorpos primarios utilizadas foram:
monoclonal murino anti-TNF-a [1/1600], anti-VEGF [2,5 ug/mL], anti-Eng [1/2000]
e anti-FIt-1 [1,25 ug/mL] humanos (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA); policlonal
de coelho anti-PIGF [1/50], anti-TGF-B4 [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 analise da localizagado
placentaria das citocinas mostrou expressao de TNF-a, GM-CSF, IL-10 e TGF-f4
no citoplasma do sinciciotrofoblasto. TNF-o. e GM-CSF foram também detectados
no citoplasma do citotrofoblasto, enquanto IL-10 foi expressa no citoplasma de
células mesenquimais e TGF-B1 no endotélio do capilar fetal.

Os fatores pré-angiogénicos VEGF e PIGF apresentaram expressao
positiva no citoplasma do sinciociotrofoblasto e endotélio do capilar fetal. VEGF
também se mostrou presente no citoplasma de células mesenquimais. Entre os
fatores anti-angiogénicos a expressao de Flt-1 ocorreu nas mesmas estruturas
que apresentavam VEGF. A marcagéo para Eng so6 foi detectada no citoplasma
do sinciciotrofoblasto.

A localizagao das citocinas e dos fatores angiogénicos foi semelhante entre
gestantes normotensas e portadoras de PE. A diferenca entre os grupos foi
evidenciada pela maior ou menor intensidade de expressdo desses fatores nas

gestantes pré-eclampticas.
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Figura 1. Fotomicrografia representativa da expressdo 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-a positivo no citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta vermelha) e
citoplasma do citotrofoblasto (seta azul). D) Vilos de 37 semanas com TGF-B4 positivo no

citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta vermelha) e endotélio do capilar fetal (seta preta).
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Figura 2. Fotomicrografia representativa da expressdo de fatores angiogénicos 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 PIGF
positivo no citoplasma do sinciciotrofoblasto (seta vermelha) e endotélio do capilar fetal
(seta preta). C) Vilos com FIt-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. Analise da expressao quantitativa de citocinas e fatores
angiogénicos em cortes histolégicos de placenta

A expressdo de citocinas e fatores angiogénicos foi avaliada
quantitativamente, com base na sua intensidade de marcagao nos tecidos
placentarios, detectada pelo software Image J. A expressado de TNF-o mostrou-se
significativamente mais intensa em placenta de gestantes portadoras de PE
quando comparadas as normotensas, enquanto que a expressao de IL-10 foi
maior em gestantes normotensas do que nos dois grupos de gestantes pré-
eclampticas (Figura 3). Em cortes placentarios de pacientes portadoras de PE
precoce a marcacao do TNF-a foi mais acentuada em comparagao com as de PE
tardia. A expressdo de TGF-B4 e de GM-CSF em tecido placentario nao

apresentou diferencas na comparagao dos trés grupos estudados.
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Figura 3. Expresséo de citocinas inflamatérias (TNF-a e GM-CSF) e anti-inflamatorias
(IL-10 e TGF-B4) em placenta de gestantes normotensas e de portadoras de PE precoce
e de PE tardia. Os resultados sao representados em pixels/um.

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

NT- Normotensa; PEP- pré-eclampsia precoce; PET- pré-eclampsia tardia.
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A expressao dos fatores angiogénicos VEGF e PIGF mostrou-se
significativamente diminuida em placenta de gestantes portadoras de PE quando
comparadas as normotensas, e o PIGF apresentou diferenga significativa entre
PE precoce e PE tardia. A expressdao de Eng nao apresentou diferenga
significativa entre os grupos. O Flt-1 apresentou aumento de expressao em

placenta de gestantes com PE quando comparada as normotensas (figura 4).
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Figura 4. Expressao de fatores pré-angiogénicos (VEGF e PIGF) e anti-angiogénicos
(Eng e Flt-1) em placenta de gestantes normotensas, de portadoras de PE precoce e de
PE tardia. Os resultados séo representados em pixels/um.

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

NT- Normotensa; PEP- pré-eclampsia precoce; PET- pré-eclampsia tardia.
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5. DISCUSSAO

A PE esta associada com invasao deficiente, das arteriolas espiraladas,
pelo citotrofoblasto (Zhou et al., 1998). Consequentemente, as células do
citotrofoblasto viloso permanecem em ambiente de hipdxia, 0 que desencadeia a
angiogénese anormal observada nessa patologia (Munaut et al., 2008).

No presente estudo avaliamos a expressdao de citocinas pré e anti-
inflamatorias e de fatores pré e anti-angiogénicos, por imunoistoquimica, em
placenta de gestantes portadoras de PE, classificadas em PE precoce e tardia.
Inicialmente observamos que a localizagdo das citocinas e dos fatores
angiogénicos no tecido placentario foi semelhante entre gestantes normotensas e
portadoras de PE. Todas as citocinas (TNF-o, GM-CSF, IL-10 e TGF-B4) foram
detectadas no citoplasma do sinciciotrofoblasto. A expressédo de TNF-a e GM-
CSF foi também observada no citoplasma do citotrofoblasto, enquanto IL-10
esteve presente no citoplasma de células mesenquimais e TGF-4 no endotélio do
capilar fetal.

Os fatores pré-angiogénicos VEGF e PIGF apresentaram expressao
positiva no citoplasma do sinciociotrofoblasto e endotélio do capilar fetal. VEGF
também se mostrou presente no citoplasma de células mesenquimais. O fator
anti-angiogénico Flt-1 foi detectado nas mesmas estruturas que expressavam
VEGF, enquanto Eng s6 foi detectada no citoplasma do sinciciotrofoblasto.

Enquanto a localizacdo dos fatores e citocinas foi semelhante entre os
grupos de gestantes normotensas e pré-eclampticas, a diferenga entre os grupos
foi evidenciada pela maior ou menor intensidade de expressao dessas citocinas e
fatores nos tecidos placentarios dessas gestantes.

A expressao de citocinas, avaliada por imunoistoquimica, na placenta de
gestantes normotensas e portadoras de PE tem sido pouco estudada na literatura.
Alguns trabalhos mostraram presenga de TNF-a 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 expressdao de TNF-a em placenta de
gestantes normais e com PE pela deteccado de mRNA, imunoistoquimica e
western blot. Os autores verificaram que a localizagao da citocina foi semelhante

na placenta dos dois grupos de gestantes, mas a intensidade da expresséao foi
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maior na PE. No presente trabalho a expressdao de TNF-o mostrou-se
significativamente mais intensa em placenta gestantes portadoras de PE quando
comparadas as normotensas e, entre as pré-eclampticas a expressao foi
significativamente maior na PE precoce. Segundo Feng et al. (2011), a expressao
de TNF-a é baixa nos tecidos placentarios de gestantes normais, sugerindo que a
secrecdo dessa citocina durante a gestagcdo mantém as fungbes normais da
placenta. Os autores detectaram expressdao mais acentuada e anormal de TNF-a
na placenta e no plasma de gestantes com PE grave, sugerindo que em altas
concentracdes o TNF-a afetam a proliferagcao e reconstrucéo vascular, resultando
em isquemia/anoxia e causando o aparecimento e progresséo da PE.

Ao contrario da elevada expressao de TNF-a nas gestantes com PE, a
quantificacdo da IL-10 revelou producéo significativamente menor de IL-10 em
tecido placentario dessas gestantes, quando comparadas as gestantes
normotensas, em concordancia com os resultados de outros autores (Hennessy et
al., 1999; Makris et al., 2006), mostrando que gestantes com PE apresentam
deficiéncia de producéao de IL-10 na placenta de termo. Além da menor expressao
de IL-10 na placenta, essa citocina apresenta menor concentragao na circulagao
de gestantes portadoras de PE (Freeman et al., 2004; Makris et al., 2006), ou
ainda menor produgcdo endogena dessa citocina por mondécitos do sangue
periférico dessas gestantes (Cristofalo et al., 2013). Estes dados mostram que a
producao deficiente da IL-10 na PE pode decorrer da resposta inflamatdria
sistémica intensa, na qual a IL-10, estando em baixas concentragdes, nao
consegue exercer, adequadamente, sua agdo imunomoduladora observada na
gestacao normal.

A expressdo de TGF-B1 e de GM-CSF nao apresentou diferengas
significativas entre os grupos estudados. GM-CSF e TGF-B1 foram detectados na
camada do sinciciotrofoblasto, enquanto o TGF-4 também esteve presente no
endotélio do capilar fetal. Em placenta de termo de gestantes normais essa
citocina é expressa na camada do sinciciotrofoblasto, placa coriénica e trofoblasto
extraviloso (Schilling & Yeh, 2000). Na literatura, a expressao de TGF-B1 em
placenta de gestantes com PE é controversa, podendo estar aumentada em
relacao as gestantes normotensas (Benian et al., 2002; Wang et al., 2006), ou nao

alterada, sugerindo que esta citocina pode nao estar envolvida na fisiopatologia
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da PE (Lyall et al., 2001). Com relacdo ao GM-CSF, Hayashi et al. (2004)
observaram niveis mais elevados da citocina em homogenato de placenta e no
soro de gestantes portadoras de PE, em comparacédo as gestantes normais. Na
literatura ndo ha relatos da expressdo de GM-CSF em placenta de gestantes pré-
eclampticas detectada por imunoistoquimica. A discrepancia entre nossos
resultados e os de Hayashi et al. (2004) podem estar relacionados a
determinacao de GM-CSF por diferentes métodos. A maior concentragdo 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 angiogénese e vasculogénese sdo dependentes de
importantes fatores de crescimento endotelial. Durante a gravidez normal, a
homeostasia vascular € mantida pela liberagao de niveis fisiolégicos de VEGF na
circulacdo materna (Ebos et al., 2004), que juntamente com o PIGF, encontram-se
em altas concentragbes em gravidas normais e em baixas concentracées nas
pacientes com PE (Maynard et al., 2003; Venkatesha et al., 2006; Zhou et al.,
2010). No presente trabalho, observamos que tanto VEGF quanto PIGF
apresentaram expressao significativamente diminuida no sinciciotrofoblasto e no
endotélio do capilar fetal da placenta de gestantes portadoras de PE quando
comparadas as gestantes normotensas. Esses resultados sugerem a ocorréncia de
anormalidades no crescimento e formacao de novos vasos e, consequentemente,
anomalia na remodelagdo vascular placentaria, principalmente em gestantes
portadoras de PE precoce que apresentaram menor intensidade de expressao de
PIGF em relagéao as gestantes com PE tardia. A expressédo de PIGF no citoplasma
do sinciciotrofoblasto e no estroma de vilos placentarios, semelhante em gestantes
portadoras de PE e em gestantes normais também foi descrita por Shen et al.
(2006). Entretanto, esses autores também observaram menor expressao desse
fator angiogénico em placenta de gestantes com PE leve ou grave quando
comparadas as gestantes normais. A menor expressao de PIGF (Weed et al., 2012)
e VEGF (Kim et al., 2012), em tecido placentario de gestantes portadoras de PE
sugerem que esses fatores angiogénicos estdo associados com a patogénese da
PE.

Um balanco adequado entre os fatores angiogénicos VEGF e PIGF com
seus receptores especificos € importante para a vasculogénese efetiva,

angiogénese e desenvolvimento da placenta durante a gestagao (Tripathi et al.,
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2008). Por outro lado, a alteragdo desse balanco esta associada com disfungao
endotelial e a sindrome da PE (Bdolah et al., 2004).

Nossos resultados mostraram padrao mais intenso de marcagéao de Flt-1,
receptor de VEGF, nos tecidos placentarios de gestantes portadoras de PE do que
nas normotensas, em concordéncia com outros autores (Munaut et al., 2012).
Durante a gestagao, a placenta é a principal fonte de sFlt-1 na circulagdo materna
(Maynard et al., 2003), sendo essa produgdo maior na placenta de gestantes com
PE em comparagdo com gestantes normais (Gu et al., 2008). Tripathi et al. (2008)
verificaram maior expressdo de VEGFR-1 (Flt-1) em varias estruturas placentarias,
tais como sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto, células de Hofbauer e células
endoteliais de ambos os grupos de gestantes com PE precoce e tardia, em
comparacao com gestantes normais, além de maior concentragdo da forma soluvel
desse fator anti-angiogénico na circulagdo de gestantes com PE. Outros estudos
apontam que niveis de sFlt-1 materno estdo 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
determinagcédo de sVEGFR-1 ou sFlt-1 no plasma de gestantes portadoras de PE,
pode sugerir 0 emprego desse biomarcador para diagnostico da PE precoce
(Tripathi et al., 2008).

Em concordancia com outros autores a Eng foi detectada no
sinciciotrofoblasto (Gougos et al., 1992), porém nao apresentou diferenga
significativa entre os grupos de gestantes pré-eclampticas e normotensas. Estudos
in vitro foram realizados por Munaut et al. (2008) para avaliar o efeito das condi¢des
de hipoxia (1% 0O2) e normoxia (20% O2) sobre a sintese de PIGF, VEGFR-1 e
Eng em cultura de vilos de placenta de primeiro trimestre. Os resultados mostraram
expressdo de VEGFR-1 e sintese de sVEGFR-1 aumentadas e expressao
diminuida de PIGF, enquanto a de Eng nao foi alterada. Esses resultados suportam
a hipotese de que na PE a maior producado de VEGFR-1 pelos tecidos placentarios
esta associada as condicbes de hipdxia, sendo responsavel pela deplecdo de
VEGF na circulagdo materna; os baixos niveis de PIGF estdo relacionados nao
apenas a neutralizacdo por VEGFR-1, mas também a menor producado de mRNA e
da proteina induzidas pela hipdxia, enquanto a Eng ndo € modulada pela hipdxia.

Assim, diferentes mecanismos patogénicos placentarios podem estar envolvidos na
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expressao diferencial e sintese 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 desbalanco entre TNF-a e IL-10 e entre
PIGF e VEGF com Flt-1, em comparacédo as gestantes normotensas. A maior
intensidade de expressao de TNF-a e menor PIGF na placenta de gestantes com
PE precoce permite diferenciar essas duas formas da doenga e sugere maior

comprometimento placentario na PE precoce.
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Tlustrissima Senhora

Prof®. Dre. Maria Terezinha Serrdo Peracoli
Departamento de Micro/Imuno do
Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Prezada Dr® Terezinha,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa - (Protocolo CEP 3923-2011) “Andlise imunohistoquimica de
citocinas e de fatores pré e anti-angiogénicos em placenta de gestantes
portadoras de pré-ecldmpsia”, a ser conduzido por Ingrid Cristina Well,
orientada por Vossa Senhoria, Co-orientada pelo Prof. Titular José Carlos
Peragoli, recebeu do relator parecer favordvel, aprovado em reunido do CEP
de 04 de Julho de 2.011.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo do Projeto,
apresentar ao CEP "Relatério Final de Atividades”.

Alberto Santos
Secretério do C
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JUSTIFICATIVA DE ALTERAGAO NO TITULO DO PROJETO DE PESQUISA

Declaramos que o Projeto de Pesquisa “Analise imunoistoquimica de citocinas e de fatores pré e anti-
angiogénicos em placenta de gestantes portadoras de pré-ecldmpsia” aprovado pelo CEP em
04/07/2011, teve seu titulo alterado para “Alteragdes histopatoldgicas e expressio de citocinas e de
fatores angiogénicos em placenta de gestantes portadoras de pré-eclampsia”, sem nenhuma
alteracéo no seu contelido metodoldgico da época de apresentacéo para analise do CEP.

A presente alteragdo foi efetuada somente para adequagéo do titulo da Dissertagdo de

Mestrado.

Botucatu, 16/01/2013

E AN "
A &
Nome/Assinatura do(a) aluno(a) @?Jg‘) ......................................

Ingrid Cristina Weel

Nome/Assinatura do(a) orientador (@) ...........cccoceeeeecvvevvececnnn .

Maria Terezinha Serréo Peragoli

Programa de Pés Graduag&o em Ginecologia Obstetricia e Mastologia.
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