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Vilosite Placentaria e sua Relacdo com Intercorréncias Fetais e Maternas

Placental Villitis and its Relationship with Fetal and Maternal Outcome

Eumenia Costa da Cunha Castro, Ana Karina Marques Salge, Fabiana Jorge Bueno Galdino,
Mara Lulcia Fonseca Ferraz, Marlene Antdnia dos Reis,
Rosana Rosa Miranda Corréa, Vicente de Paula Antunes Teixeira

RESUMO

Objetivo: a vilosite placentaria tem sido associada a infeccéo perinatal, embora uma porcen-
tagem permaneca de etiologia desconhecida. O objetivo deste estudo foi realizar analise
morfoldgica das vilosites, com caracterizagcdo imuno-histoquimica, e relaciona-la com
intercorréncias maternas e fetais.

Métodos: foram incluidas 128 placentas. Foi realizada a analise macroscopica e todos os
fragmentos coletados foram analisados microscopicamente pelo método da hematoxilina-
eosina. As vilosites foram classificadas de acordo com a intensidade do processo inflamato-
rio em vilosite discreta, moderada e acentuada. Para a pesquisa do agente etiologico foi
realizada imuno-histoquimica utilizando anticorpos monoclonais anti-Toxoplasma gondii e
anti-Cytomegalovirus. Para avaliacdo do fenétipo das células do infiltrado inflamatério das
vilosidades foram utilizados o0s seguintes anticorpos: anti-CD68, anti-CD57, CD3 e CD20.
Foram analisadas as seguintes variaveis: idade materna e gestacional, peso fetal e placentario
e intercorréncias maternas e fetais. Na comparacéo entre dois grupos utilizamos o teste de
Mann-Whitney e as propor¢8es foram comparadas por meio do teste do y?. As diferencas
observadas foram consideradas significativas quando p<0,05 (5%).

Resultados: a vilosite foi identificada em 11,7% das placentas. Em 40% dos casos de vilosite
as criancas foram natimortas (p=0,003). Foi encontrado um caso de toxoplasmose congénita
e os demais foram classificados como vilosite de etiologia desconhecida.

Conclusdes: a intensidade do processo inflamatoério placentario apresentou relacdo com a
gravidade do acometimento fetal. As células inflamatérias que compdem a vilosite sao
macréfagos em sua maioria. Entretanto, nao foi possivel identificar os agentes etioldgicos

responsaveis pela processo inflamatério.

PALAVRAS-CHAVE: Placenta. Vilosite. Gravidez: infec¢Ges. Toxoplasmose.

Introducéo

Devido a dependéncia da ligacédo entre a pla-
centa e o feto, a alteracdo da funcao placentéria
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pode predizer diferentes padrdes de resultados de
gestacoes e estabelecer a evolucgéo de lesdo fetal.
Além de ser importante instrumento para identi-
ficacdo da causa de morte, o estudo da placenta
pode muitas vezes indicar o prognéstico de suces-
so de gestacdes futuras?.

As infecgbes congénitas como a sifilis?, to-
xoplasmose, sindrome da imunodeficiéncia adqui-
rida*, varicela, rubéola, herpes, citomegalovirose®
e as causadas por outros agentes infecciosos como
por exemplo o Trypanosoma cruzi, entre outros®,
também estdo associados padrdes de lesdes
placentarias que levam a suspeita diagndstica. O
encontro do agente etiolégico com o uso de técni-
cas de histoquimica, biologia molecular e imuno-
histoquimica confirma o diagndstico’.
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As vilosites cronicas foram mencionadas pri-
meiramente como um dos sinais de insuficiéncia
placentaria®. Alguns autores descreveram a enti-
dade em detalhes e, apds a descricéo, esta entida-
de tem sido motivo de diversos estudos ao longo dos
anos®. A vilosite se caracteriza pelo infiltrado de
leucécitos focal ou multifocal no estroma das
vilosidades coridnicas, usualmente associada com
necrose fibrindide do sinciciotrofoblasto. As vilosites
crbnicas sdo encontradas em aproximadamente
10% das placentas e estdo associadas com o au-
mento do risco da morbidade e mortalidade
neonatal'®. Entre as criangcas que apresentaram
intercorréncias no periodo perinatal, as placentas
podem apresentar vilosite crénica em até 75% dos
casos!!. As principais intercorréncias relacionadas
as vilosites sdo: prematuridade, recém-nascidos
pequenos para a idade gestacional*?!3, malforma-
¢Bes congénitas, abortamento de repeticdo e res-
tricdo do crescimento intra-uterino*.

As vilosites podem ser de etiopatogenia co-
nhecida, quando estdo relacionadas com agente
infeccioso conhecido'®, ou ainda podem aparecer
sem que se possa encontrar nenhum agente res-
ponséavel, sendo estas chamadas “vilosites de
etiologia desconhecida”®1%, A etiopatogénese tanto
das vilosites de etiologia conhecida como as de
origem desconhecida ndo esta bem estabelecida®’.
Além dos agentes etiologicos mais comuns das
infecgdes congénitas, entram no diagndstico dife-
rencial das vilosites de etiologia desconhecida as
manifestacées imunes da méae contra o feto, en-
contradas nos abortos de repeticao®®.

O objetivo do nosso trabalho foi o estudo
morfologico sistematico das placentas de partos
realizados no Hospital Escola da Faculdade de
Medicina do Triangulo Mineiro, para diagnéstico
morfologico das vilosites, sua caracterizacéo
imuno-histoquimica com o uso de marcadores
imunolégicos e sua possivel relacdo com
intercorréncias maternas e fetais.

Material e Métodos

Foi realizado estudo retrospectivo transversal.
Foram incluidas 128 placentas, coletadas de partos
consecutivos realizados no Hospital Escola da Facul-
dade de Medicina do Triangulo Mineiro, Uberaba,
Minas Gerais (HE-FMTM), durante os anos de 1998
e 1999. Néo foi excluida nenhuma placenta.

Fizemos a revisdo do prontuario de todas as
pacientes que tiveram as placentas examinadas,
com o objetivo de colher as informagdes relativas a
idade, a cor e a paridade materna, ao sexo, a idade
gestacional e ao peso da crianga, a gestacdo Unica
ou gemelar e a intercorréncias fetais e maternas.

Vilosite

Apos a analise macroscopica foram colhidos
dez fragmentos da placenta: um fragmento da
membrana livre corioamniética, um fragmento do
parénquima placentario na insercdo do cordéo
umbilical, dois fragmentos do cord&o umbilical e
seis fragmentos coletados de forma randomizada
do centro do disco placentario. Todos os fragmen-
tos foram analisados morfologicamente pelo mé-
todo da hematoxilina-eosina. As placentas foram
divididas em dois grupos: com vilosite e sem
vilosite. No grupo de placentas com vilosite foram
classificadas as placentas que apresentavam
infiltrado mononuclear no coérion vilositéario.

As vilosites foram classificadas de acordo
com a intensidade do processo inflamatério em
vilosite discreta, quando encontramos nao mais
que um foco de inflamacdo, em aumento de 5 ve-
zes, e no total do corte menos de 25% dos campos
examinados; vilosite moderada, quando encontra-
mos frequentemente lesdes focais em mais de 25%
dos campos examinados; e vilosite acentuada,
gquando o acometimento das vilosidades era gene-
ralizado, sendo o processo inflamatério difuso por
quase todas as vilosidades'**°,

Para a pesquisa do possivel agente etiologico
foi realizada a reagdo imuno-histoquimica utilizan-
do anticorpos monoclonais ou policlonais anti-
Toxoplasma gondii e anti-Citomegalovirus. Para ava-
liacdo do fendtipo das células mononucleares en-
contradas no infiltrado das vilosidades foram utili-
zados 0s seguintes anticorpos: anti-CD68 para
marcacdo de macroéfagos, anti-CD57 para marca-
¢ao de células natural killer, CD3 para linfocitos T e
CD20 para linfocitos B. Para o Treponema pallidum
foi realizada a coloragéo de Warthin-Starry.

Apo6s desparafinizagéo, os cortes histologicos
foram lavados em tampéao Tris-NacCl 0,05, pH 7,6,
por 15 minutos a temperatura ambiente e trata-
dos com metanol e H,O,, para bloqueio da
peroxidase endégena dos tecidos. A seguir, 0s cor-
tes foram incubados em solucdo contendo o
anticorpo primario, alboumina sérica bovina a 1%
e tampao Tris-NaCl, durante duas horas a tempe-
ratura ambiente e lavados com TRIS-NaCl da mes-
ma maneira que anteriormente. Apés a incuba-
¢do com o anticorpo primario as laminas foram
incubadas com os anticorpos secundarios por mais
90 minutos. Os anticorpos secundarios utilizados
foram conjugados com peroxidase ou biotina
(DAKO®). A revelagao foi realizada com diamino-
benzidina (DAB®) ou por meio do sistema avidina-
biotina (Sistema Vectastain Elite ABC-Vector®),
dependendo do anticorpo secundario. Logo apdés os
cortes foram lavados em agua destilada, desidra-
tados e montados com Entelan®.

Para a andlise estatistica foi elaborado um
banco de dados eletronico no Microsoft Excel®. As
informacdes foram analisadas utilizando-se o pro-
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grama eletrénico Sigma Stat® versdo 2.0. As varia-
veis foram testadas para verificar se tinham distri-
buicdo normal, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Na comparacao entre dois grupos utilizamos o teste
de Mann-Whitney, para distribuicdo ndo normal. As
proporgdes foram comparadas por meio do teste do
x?. As diferencas observadas foram consideradas sig-
nificativas quando a probabilidade de rejeicdo da
hipotese de nulidade foi menor que 0,05 (5%).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina do Trian-
gulo Mineiro (FMTM), protocolo 011CEP/FMTM.

Vilosite

Resultados

Das 128 placentas, quinze (11,7%) apresen-
taram o diagnéstico de vilosite. Os dados da Tabe-
la 1 representam os parémetros analisados nos
casos de vilosite. A idade das mées nos casos em
que foi diagnosticada vilosite foi significantemente
maior do que nos casos sem alteracéo patolégica
placentéaria (p=0,012) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas dos casos com vilosite comparados com 0s casos nos quais ndo se encontrou alteragéo patoldgica nas placentas.

Sem alteracdo patoldgica placentaria Com vilosite
X + DP M Max Min X = DP M Max Min
IM (anos)* 238 +57 19,0 37,0 14,0 274 +70 25,0 40,0 12,0
IG (s) 39,3+1,6 39,5 43,0 34,0 33,6 8,2 38,0 42,0 18,0
PF (g) 31446 + 526,9 3125,0 4870,0 2170,0 2253,1 + 1278,3 2880,0 3700,0 270,0
PP (g) 4440 + 105,8 450,0 750,0 240,0 326,7 + 114,1 350,0 510,0 150,0

*Mann-Whitney T=718,500; p=0,012; **Mann-Whitney T=333,500; p=0,004; IM=idade matema; |G=Idade gestacional, PF=peso fetal; PP=peso placentdrio; Max=valor méximo encontrado;

Min=valor minimo encontrado; X + DP=média + desvio padrdo; M=mediana.

O peso das criancas a termo em cujas placen-
tas foi feito o diagndstico de vilosite foi menor do
que daquelas criangas em que as placentas foram
consideradas normais; no entanto, esta diferenca
nao foi estatisticamente significante. Quando ana-
lisamos o subgrupo das criancas prematuras com

vilosite, o peso fetal foi estatisticamente menor do
gue nas criangas prematuras sem vilosite (p=0,014).

Quanto a intensidade do processo inflamato-
rio, seis (40,0%) casos foram classificados como
vilosite discreta, seis (40%) como vilosite modera-
da e trés (20%) como vilosite acentuada (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo das intercorréncias maternais e fetais e a intensidade do infiltrado inflamatério entre os casos em que foi diagnosticada vilosite nas placentas.

Caso Intercorréncia materna Intercorréncia fetal Intensidade da inflamacao
1 Parto prematuro Gemelares Discreta
2 Normal Gemelares Discreta
3 Parto prematuro Natimorto Moderada
4 Parto prematuro Sofrimento fetal Moderada
5 Cetoacidose diabética Natimorto Acentuada
6 Incompeténcia istmo cervical Natimorto Moderada
7 Toxoplasmose congénita Natimorto Acentuada
8 Normal Natimorto Moderada
9 Normal Infecgao perinatal Discreta
10 Normal Infecgéo perinatal Discreta
11 Circular de cordao Natimorto Discreta
12 DHEG Gemelar Moderada
13 DHEG Gemelar Discreta
14 Epilepsia Sofrimento fetal Moderada
15 Toxoplasmose 1:32000 Gemelar Acentuada

“Vilosite vs Natimorto: %?=9,073; p=0,003.
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Dos casos com vilosite analisados, dez
(66,6%) apresentaram células CD68+ no interior
das vilosidades (Figura 1D) e cinco (33,3%) apre-
sentaram marcacdo CD68+ também no espaco
intervilositario. Em cinco (33,3%) casos a marca-
¢do foi negativa para CD68 (Figura 1B). Em um
caso (7,7%) encontramos células positivas para
CD3 em algumas vilosidades afetadas. Os demais
marcadores utilizados, CD57 e CD20, foram nega-
tivos em todos os casos analisados.

A avaliacdo imunohistoquimica para os
agentes infecciosos foi positiva em um (6,7%) caso
para toxoplasmose (Figura 1E). Os demais casos
(93,3%) foram negativos para todos os agentes tes-
tados, sendo classificados como vilosite de etiologia
desconhecida.

Figura 1 - Morfologia das vilosidades placentérias apés andlise imuno-histoquimica. As
vilosidades sem alteragdo (A) ndo apresentam macréfagos CD68+ no mesoderma (B).
As células que compdem as vilosites (C) sdo na sua maioria macréfagos CD68+ (seta)
(D). Em um dos casos de vilosite (E), encontramos positividade para o Toxoplasma gondiii
(seta) (F). Todas as figuras da esquerda foram coradas pelo HE e as da direita pelo
método peroxidade antiperoxidase com anticorpos anti-CD68+ (D) e anti- Toxoplasma
gondii (F) (X640).

Discussao

A vilosite placentaria foi encontrada em
11,7% das placentas analisadas. Na literatura a
freqUéncia de vilosite varia de 2,5 a 10% em pla-
centas examinadas rotineiramente e esta asso-

Vilosite

ciada com o aumento do risco da morbidade e mor-
talidade neonatal, chegando esta relacdo a 100%
em alguns trabalhos?.

Em 86,7% dos nossos casos encontramos
alteracdes fetais ou maternas associadas a
vilosite placentaria. Somente em um dos casos
analisados conseguimos definir o agente etiol6gico
com o uso de imuno-histoquimica. Estes dados es-
tdo de acordo com a constatacao de que, na maio-
ria dos casos de vilosite placentéaria, ndo se con-
segue determinar o agente etioldgico, sendo en-
tdo classificadas como vilosite de etiologia desco-
nhecida?°.

Em nossa casuistica as intercorréncias
maternas e fetais com vilosite foram desde dis-
tarbios metabdlicos, como diabetes, até alteracdes
infecciosas, como toxoplasmose congénita, mas o
diagnostico de infeccao foi feito em somente 13,3%
dos casos. Estes dados estdo de acordo com relatos
de casos de vilosite de etiologia desconhecida re-
lacionados a abortamentos de repeticdo, em que
0s conceptos raramente apresentaram sinais de
infeccdo, mas foram sempre afetados por outros
processos patolégicos?®. No entanto, houve um gru-
po de criancas com vilosite no qual, além de nédo
termos conseguido identificar um agente infec-
cioso, a mae nao apresentou nenhuma intercor-
réncia no periodo gestacional que pudesse expli-
car o aparecimento de vilosite. O que havia em
comum entre estas criancas é que as maes ti-
nham idade maior do que as maes em que encon-
tramos outras alterac6es placentarias que nao
vilosite. A vilosite tem sido correlacionada com
gestacfes sucessivas ou multiparidade e ainda
com abortamentos de repeticao?®®. A multiparidade
comumente é encontrada em mulheres mais ve-
Ihas e a idade materna elevada é um fator de ris-
co para abortamento espontaneo?..

As vilosites de etiologia desconhecida tém
sido vistas associadas com intercorréncias fetais,
como prematuridade, recém-nascidos pequenos
para a idade gestacional, malformacdes congéni-
tas, abortamento de repeticao e restricdo do cres-
cimento intra-uterino®®?2, Em nossa casuistica
encontramos relacdo estatisticamente significan-
te entre natimortalidade e vilosite. A intensidade
do processo inflamatério tem sido correlacionada
com a frequéncia e a gravidade das alteracfes
fetais'. A natimortalidade foi tanto maior quanto
maior a intensidade do processo inflamatério, sen-
do que entre os prematuros que apresentaram
vilosite acentuada a mortalidade foi de 100%. Nos
casos em que nao encontramos intercorréncia
fetal associada a vilosite, a intensidade do proces-
so foi discreta em 80% dos casos. Estes dados de-
monstram que a intensidade do processo inflama-
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tério se relacionaria diretamente com o aumento
da frequéncia de intercorréncias fetais.

A natureza das células que compdem o
infiltrado inflamatdério nos casos de vilosites sao os
macrofagos CD68+, histidcitos e linfocitos T CD3+,
todos de provavel origem materna?®. Em nosso es-
tudo as células que constituem as vilosite foram
macrofagos CD68+ na maioria dos casos e em um
caso encontramos linfocitos T compondo o infiltrado.
No entanto, no interior das vilosidades acometidas,
encontramos outras células que ndo macrofagos
com fenétipo CD68+, demonstrando que outras cé-
lulas podem também fazer parte das vilosites, como
demonstrado por outros estudos. Ao contrario do
descrito na literatura, em somente um caso en-
contramos células positivas para anticorpo contra
linfécitos T24. Concordamos com outros autores em
que o aspecto e a natureza das células das vilosites,
Nnos casos em que ndo conseguimos identificar o
agente etioldgico e naqueles em que conseguimos,
ndo apresentam diferenca.

Em nosso estudo, o encontro das vilosites s
foi associado a presenca de agente etiolégico em
um caso, nos demais ndo encontramos agentes
infecciosos, nos levando a mesma concluséo des-
crita na literatura de que na maior parte das
vilosites placentérias ndo é possivel a identifica-
cado de agentes infecciosos, sendo classificadas
como “vilosites de etiologia desconhecida”. No en-
tanto, a intensidade do processo esta relacionada
ao aumento de intercorréncias fetais, principal-
mente a natimortalidade. Quanto a natureza das
células que constituem as vilosites, em Nosso es-
tudo encontramos em sua maioria macrofagos
CD68+. Mas na maior parte das vilosidades afeta-
das a celularidade estava aumentada as custas de
mononucleares e somente parte das células mar-
caram positivamente para CD68 demonstrando que
podemos encontrar outros fenotipos celulares que
nao macrofagos CD68+, constituindo as vilosites.
Talvez as demais células sejam células de Hofbauer
que, embora sejam macrdéfagos, ndo apresentam
em sua superficie marcadores para CDG68.

ABSTRACT

Purpose: placental villitis has been correlated with perinatal
infection, although a percentage of cases remains etiologically
unknown. The present study was aimed at the systematic
morphological study of placentas for imunohistochemical
characterization of villitis and assessment of its possible
correlation with maternal and fetal outcome.

Methods: a hundred and twenty-eight placentas were
studied. Gross examination was performed and all collected

Vilosite

fragments were analyzed microscopically by the hematoxylin-
eosin method. Villits was classified according to the
inflammatory degree in to mild, moderate and severe. The
immunohistochemical study to identify infectious agents was
performed using monoclonal antibodies against Toxoplasma
gondii and Cytomegalovirus. For inflammatory cell phenotype
identification monoclonal antibodies against CD6S8, CD57,
CD3, and CD20 were used. Statistical analysis was performed
with the variables: maternal age and fetal gestational age,
fetal and placental weight, and fetal and maternal outcomes.
To compare the two groups we used the Mann-Whitney test
and for proportions we used the ) test. The differences in the
mean values between the treatment groups were considered
statistically significant when p<0.05 (5%).

Results: villitis was identified in 11.7% of the cases. In 40%
of the cases the children were stillborn (p=0.003). One case
showed positive staining for toxoplasmosis while the
remaining cases were negative. Imunohistochemical staining
showed CD68+ cells, PanT+ cells and negative CD57 and
PanB cells.

Conclusion: we concluded that the intensity of the
inflammatory process in the placenta was correlated with
the severity of the fetal disease. The inflammatory cells in the
villitis focus were macrophages; however, we could not
identify infectious agents correlated with the villitis.

KEYWORDS: Placenta. Villitis. Infection in pregnancy.
Toxoplasmosis.
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