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Resumo
OBJETIVO: verificar a quantidade de células CD68+ no estroma das vilosidades coriônicas na placenta de gestações 
submetidas ou não ao trabalho de parto. MÉTODOS: estudo transversal, com gestantes saudáveis a termo, das 
quais 31 placentas foram examinadas pela técnica de imunoistoquímica. Vinte placentas foram obtidas após partos 
vaginais (GVAG) e 11 obtidas em cesarianas eletivas (GCES). Lâminas foram preparadas com amostras de vilosidades 
coriônicas e submetidas à marcação com anticorpo anti-CD68, específico para macrófagos. Foram contadas as 
células marcadas e as não marcadas dentro das vilosidades. Testes estatísticos não-paramétricos foram utilizados para 
a análise. RESULTADOS: entre 6.424 células contadas no estroma das vilosidades das 31 placentas, 1.135 células 
(17,6%) foram marcadas pelo CD68+. Em cada amostra placentária, a média de células coradas pelo anticorpo anti-
CD68 foi de 22±18 para o grupo GVAG e de 20±16 para o grupo GCES. CONCLUSÕES: não houve diferenças 
significantes no percentual de macrófagos (CD68+) em associação com o trabalho de parto.  

Abstract
PURPOSE: to verify the amount of CD68+ cells in chorionic villosities in placentae from gestations submitted or not to 
labor. METHODS: transversal study with healthy near-term pregnant women, among whose placentae, 31 have been 
examined by immunohistochemical technique. Twenty placentae were obtained after vaginal delivery (VAGG) and 
eleven after elective cesarean sections (CESG). Slides were prepared with chorionic villosities samples and labeled 
with anti-CD68 antibody, specific for macrophages. Labeled and nonlabeled cells were counted inside the villosities. 
Non-parametric statistical tests were used for the analysis. RESULTS: among the 6,424 cells counted in the villosities’ 
stroma from the 31 placentae, 1,135 cells (17.6%) were stained by the CD68+. The mean of cells labeled by the 
anti-CD68 was 22±18 for the VAGG group and 20±16 for the CESG, in each placentary sample. CONCLUSIONS: 
there were no significant differences in the percentage of macrophages (CD68+) in association with labor.
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Introdução
Os mecanismos envolvidos no desencadeamento do 

trabalho de parto continuam sendo uma incógnita para 
a medicina. Sabe-se que o período de evolução de uma 
gravidez é um dos fatores essenciais para o seu êxito. 
Dentre os fatores envolvidos no relaxamento miometrial 
para garantir esse tempo necessário de evolução, destaca-se 
a progesterona. Por outro lado, a distensão miometrial, 
níveis elevados de estrógenos e de citocinas inflamatórias 
são exemplos de fatores que estimulam a contratilida-
de uterina. Há evidências de que ocorra infiltração de 
leucócitos e macrófagos na interface materno-fetal no 
início do trabalho de parto1,2 em placentas humanas e de 
camundongos1,3. Há evidências também de que fenôme-
nos imunoinflamatórios com ativação de macrófagos no 
miométrio e no colo uterino estão associados ao desenca-
deamento do trabalho de parto1,2. 

O aumento do fator alfa de necrose tumoral (TNF-α), 
interleucina-1 (IL-1), IL-2 e IL-8 no líquido amniótico, 
a maior expressão do RNA mensageiro da IL-6 e IL-8 no 
cório-decídua, no colo uterino e no miométrio e a maior 
expressão do RNA mensageiro da IL-1beta e IL-8 no âm-
nio sugerem que os macrófagos possam estar fortemente 
associados ao trabalho de parto3,4.

A quantidade de macrófagos e linfócitos T aumenta no 
estroma das vilosidades coriônicas nos casos de trabalho de 
parto prematuro com vilosites inespecíficas5. Detectou-se 
também uma maior concentração de macrófagos (células 
CD14+ e CD 68+) entre o miométrio e a placa basal de 
placentas humanas em caso de pré-eclâmpsia e trabalho 
de parto prematuro5.

A porção materna da placenta tem sido mais estu-
dada do que a fetal com intuito de evidenciar a função 
dos macrófagos sobre a tolerância materno-fetal e sobre 
o mecanismo do parto. Porém, as vilosidades coriônicas 
representam 80% do tecido placentário e há possibilidades 
de o feto humano participar do desencadeamento do parto. 
Em gestações de camundongos, foi detectado o aumento 
da concentração de proteína A do surfactante (SP-A) no 
líquido amniótico no final da gestação. Esta age como um 
fator estimulante para a migração de macrófagos para o 
miométrio e ativação de fatores bioquímicos responsáveis 
pelo início do trabalho de parto7. Evidenciou-se também 
que a proteína SP-A tem sido demonstrada nas membranas 
amnióticas humanas quando existem corioamnionite7. 

Outro fato que reforça a importância das condições 
fetais como um dos fatores determinantes para o início do 
trabalho de parto é a produção do cortisol fetal no final 
da gravidez humana. Próximo ao termo, há aumento da 
pela produção de cortisol e de sulfato de dehidroepian-
drosterona (DHEAS) adrenal fetal de seres humanos. Esse 
último serve como substrato para a produção placentária 

de estrogênio, um antagonista da progesterona que pode 
contribuir com o desencadeamento do parto8.

Os macrófagos fetais, conhecidos como células de 
Hofbauer, são as células predominantes no estroma das 
vilosidades coriônicas da placenta durante toda gestação9-11. 
As células de Hofbauer desempenham um papel central 
no desenvolvimento e manutenção da placenta humana 
porque secretam citocinas importantes para o crescimento 
e diferenciação do trofoblasto12.

Há evidências de que citocinas inflamatórias aumentem 
durante o trabalho de parto, principalmente interleucina-1 
(IL-1) e o fator alfa de necrose tumoral (TNF-α). Essas 
citocinas são secretadas pelos macrófagos que são as cé-
lulas mais frequentes do estroma viloso placentário. Não 
há estudos nos quais se avalia a população de macrófagos 
em associação ao trabalho de parto nas vilosidades coriô-
nicas de placentas a termo. Neste estudo, compararemos 
a quantidade de macrófagos nas vilosidades coriônicas 
de placentas a termo após parto vaginal e após parto 
cesariano eletivo. A hipótese inicial é de que haja um 
maior número de macrófagos nas vilosidades coriônicas 
de placentas coletadas após parto vaginal. 

Métodos
Desenho do estudo 

Após a obtenção do consentimento livre e esclareci-
do, conforme protocolo aprovado pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa Clínica do Centro de Ciências da Saúde e 
Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceará, 
foram obtidas amostras de tecido placentário dentro de 
30 minutos após o parto. Foram selecionadas pacientes 
consecutivas com gestação única a termo, sem quaisquer 
complicações clínicas ou obstétricas para se estudar a 
presença de macrófagos em suas placentas. 

Trinta e uma placentas foram selecionadas de pacien-
tes na idade gestacional entre a 38ª e a 41ª semana, nas 
quais não havia dados clínicos ou bioquímicos sugesti-
vos de infecção, pré-eclâmpsia, restrição do crescimento 
fetal, diabetes gestacional ou hipertensão crônica. Vinte 
dessas placentas eram de pacientes que evoluíram para 
parto vaginal (grupo GVAG) e onze delas de pacientes 
submetidas a cesarianas eletivas (grupo GCES). As indi-
cações para a cesariana nesse último grupo foram cesárea 
anterior, apresentação pélvica e pós-datismo; todas as 
pacientes foram submetidas a cesarianas eletivas, ou seja, 
não experimentaram a prova de trabalho de parto.

Amostras do tecido placentário  
Foram coradas pelo menos duas lâminas para cada 

amostra de tecido placentário, sendo uma lâmina para o 
estudo da morfologia pelo método da hematoxilina-eosina 
e a outra com o anticorpo monoclonal anti-CD68. As 
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vilosidades terminais foram o local escolhido para conta-
gem das células marcadas, selecionadas dentre as menores 
vilosidades, cujo corte transversal mostrava-se arredondado 
ou ovalado, com bordas completamente visíveis e contendo 
cerca de 9 a 11 células mononucleares em seu interior. 
Foram analisadas, em média, 25 seções transversais das 
vilosidades terminais por lâmina representativa de cada 
amostra placentária. As células foram consideradas marca-
das quando a superfície estava completamente contornada 
pelo cromógeno. As células endoteliais, trofoblásticas e 
endovasculares foram excluídas da contagem realizada 
ao microscópio óptico com aumento de 40 e 100 vezes. 
Ao final, pelo menos 250 células foram contadas em cada 
amostra placentária.

Fragmentos de tecido viloso foram identificados ma-
croscopicamente após dissecção de um cotilédone central 
a partir da superfície materna. Esses fragmentos foram 
congelados em nitrogênio líquido ou embrulhados em 
papel alumínio e armazenados a -70 ºC.  As secções de 
cada placenta foram coradas com hematoxilina e eosina 
para se excluirem anormalidades tais como vilosite, ne-
crose, hidropsia e outras.

Foram realizados cortes histológicos de 5 micra 
(5 µm) no criostato à temperatura de 25 °C. Depois de 
preparadas, as lâminas foram fixadas em acetona (Synth, 
Diadema – SP) e metanol (Reagen – Rio de Janeiro- RJ) 
durante dois minutos à temperatura ambiente. Após a TBS 
(0,01 M e pH 7,4) lavagem por cinco minutos, as lâminas 
foram tratadas com peróxido de hidrogênio a 3% durante 
dez minutos para bloquear a atividade das peroxidases 
endógenas. As lâminas foram incubadas durante a noite 
com o anticorpo anti-CD68 (anticorpo anti-humano de 
camundongo, clone KP1, com especificidade para ma-
crófagos; Dako, Dennmark), diluída em 1:50 em solução 
tampão “tris buffered saline” (TBS). Antígeno CD68 
está localizada no lisossomo e fagossomo de macrófagos e 
monócitos humanos13,14 e os anticorpos que reagem com 
eles têm sido amplamente utilizados para identificar os 
macrófagos nos tecidos humanos15,16.

Controles negativos foram realizados utilizando 
soro normal dos camundongos (eBioscience, San Diego, 
EUA) em vez de anticorpos primários. Controles po-
sitivos foram realizados utilizando cortes histológicos 
de linfonodo de adultos humanos. Após duas lavagens 
em TBS, as secções foram incubadas por 30 minutos 
com imunoglobulinas de coelho anticamundongo 
conjugadas com peroxidase pré-absorvida diluídas de 
1:50 em soro com albumina sérica bovina a 5%, em 
temperatura ambiente. Após duas lavagens em TBS, as 
lâminas foram incubadas com o complexo avidina-biotina 
peroxidase em uma câmara úmida durante 30 minutos 
e, depois, lavadas duas vezes em TBS e incubadas com 
3,3-diaminobenzidina (Sigma, Steinhein-Alemanha) 

contendo 0,01% de peróxido de hidrogênio. Na etapa 
seguinte, as lâminas foram contrastadas com hemato-
xilina de Harris por um minuto, desidratadas com uma 
bateria de concentrações crescentes de álcool e xilol e 
montadas em resina sintética.

Análise estatística
Os dados foram analisados por meio do teste 

Kolmogorov-Smirnov para estudo da distribuição pla-
centária no que diz respeito ao percentual de positivi-
dade de células. O teste de Mann-Whitney foi utilizado 
para comparar as GVAG (placentas de partos vaginais) e 
GCES (placentas de cesarianas eletivas). Foi considerado 
significante p<0,05. Os cálculos foram realizados por 
meio o programa estatístico Statistical Package for the 
Social Sciences (SPSS).

Resultados 
Os parâmetros clínicos do GVAG e GCES foram 

muito semelhantes. As médias da idade materna, a idade 
gestacional e o peso ao nascer não apresentaram diferenças 
significantes.

Dentre as 6.424 células contadas no estroma das 
vilosidades coriônicas, 1.135 (17,6%) foram consideradas 
CD68+ (Figura 1). Observou-se que cada placenta era 
homogênea, ou seja, mantinha a mesma proporção de 
células marcadas nas vilosidades coriônicas. 

Porém, entre as placentas, houve diferença significativa 
na porcentagem de células marcadas. Houve casos em que 
a placenta apresentou apenas 4,5% de células marcadas e 
outros casos em que a placenta apresentou mais de 60% 
de marcação celular.  O teste Kolmogorov-Smirnov con-
firmou que a diferença entre as placentas não obedece a 
uma distribuição normal. 

Figura 1 – microfotografia de vilosidades coriônicas terminais de uma 
placenta humana a termo, corada pelo anticorpo anti-CD68. (aumento 
400x).
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No GVAG, a média de células marcadas em cada 
amostra placentária foi de 22,3±18,1% e a mediana 
apresentou um valor de 15,7%. As placentas de menor 
e maior marcação apresentaram 5,7 e 63% de células 
coradas, respectivamente.

No GCES, a média de células marcadas em cada 
amostra placentária foi cerca de 20,5±16,7% e a mediana 
apresentou um valor de 15,7%. As placentas de menor 
e maior marcação apresentaram 4,5 e 61,6% de células 
coradas, respectivamente.

As células anti-CD68+ estavam uniformemente 
distribuídas dentro do estroma das vilosidades cori-
ônicas. Não foram encontradas em maior número na 
vizinhança do trofoblasto ou na periferia das vilosidades 
(Tabela 1). 

Por meio do teste de Mann-Whitney, não foram ve-
rificadas diferenças significantes entre a razão de células 
marcadas pelo total de células contadas nas diferentes 
regiões das vilosidades coriônicas em associação à mudança 
do tipo de parto (Tabela 2).

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para com-
parar a proporção de células marcadas (anti-CD68+) nas 
vilosidades coriônicas das placentas do GVAG e do GCES 
em relação à ocorrência ou não de trabalho de parto. Com 
aplicação do teste, não foi encontrada diferença signifi-
cante (Tabela 2).

Discussão 
A placenta é um órgão privilegiado que mantém um 

grande número de macrófagos em seu estroma mesmo 
sem dispor de drenagem linfática. No caso de corioam-
nionite, há uma maior concentração de macrófagos nas 
membranas amnióticas provenientes da transformação de 
trofoblastos da placenta17.

Nossa observação de que células CD68+ (macrófagos) 
constituíram 17,6% das células do estroma viloso está de 
acordo com as de outros pesquisadores que encontraram 
porcentagens semelhantes: 1718 e 15%19. O percentual de 
macrófagos em nosso estudo foi menor do que outros estu-
dos que relataram taxas entre 40 e 50%12,20. Essa diferença 
pode ser explicada por variações metodológicas como o uso 
de anticorpos monoclonais diferentes, tipo anti-CD14. O 
anticorpo anti-CD14 reage com os receptores de lipopo-
lissacarídeos e o anti-CD68, com a macrosialina. 

Houve diferença na porcentagem de células marcadas 
pelo anticorpo anti-CD68 entre as 31 placentas estudadas e 
a causa não foi o fato de a paciente ter entrado em trabalho 
de parto ou não. É possível que haja um fator determinante 
não identificado neste estudo. Talvez um estudo mais amplo 
e com maior número de variáveis independentes favoreça a 
descoberta do motivo dessa diferença. Por exemplo, sabe-se 
que a obesidade materna está associada à maior concentração 
de macrófagos na placenta21. 

Não se observou maior concentração de macrófagos 
na periferia das vilosidades nem próximo aos trofoblas-
tos, como já havia sido descrito em estudo anterior. Essa 
observação pode ter sido diferente pelo fato de terem sido 
estudadas apenas vilosidades terciárias, onde a quantidade 
de tecido estromal é pequena e não há um grande distan-
ciamento entre a parte central das vilosidades e a camada 
trofoblástica periférica. 

Não foi observada uma maior quantidade dessas célu-
las marcadas pelo anti-CD68 nas placentas das pacientes 
que entraram em trabalho de parto. O fato de não ocorrer 
um aumento quantitativo de células CD68+ não exclui a 
possibilidade de essas células estarem mais ativadas e parti-
cipando do desencadeamento do parto. Porém, esse achado 
sugere que não há uma migração dessas células em direção 
à interface materno-fetal, como ocorre no caso das placentas 
dos camundongos durante o trabalho de parto22. 

Esse achado está de acordo com outro estudo em seres 
humanos que não encontrou macrófagos fetais, de fetos 
masculinos, no miométrio materno. A maior infiltração 
etrial de leucócitos e macrófagos, que ocorre durante o 
trabalho de parto, são células de origem materna23.

Grupos Total de células 
(marcadas)

Periférica 
(%)

Central
(%)

GVAG (n=740) 50,2 49,8

GCES (n=395) 61,2 39,8

Teste de Mann-Whitney p=0,35 p=0,20

Tabela 2 - Distribuição percentual das células coradas pelo anticorpo anti-CD68 segundo 
a localização central ou periférica no estroma das vilosidades coriônicas terciárias, nas 
placentas a termo obtidas após parto vaginal e cesariana eletiva

Periférica: próximo ao trofoblasto ou nas margens das vilosidades; Central: 
na região central das vilosidades; GVAG: parto vaginal; GCES: parto 
cesariano.

Parâmetros (média) GVAG GCES Valor de p

Idade materna (anos) 22±5 24±5 0,2

Idade gestacional (semanas) 39,5±0,5 39,2±0,6 0,3

Peso fetal (g) 3.280±31 3.280±27 1,0

Média±dp dos percentuais de células 
CD68+ por placenta (%)

22,3±18,1 20,5±16,7 0,7*

*Teste de Mann-Whitney; GVAG: parto vaginal; GCES: parto cesariano; dp: 
desvio padrão.

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrão dos parâmetros: idade materna, idade gestacional, 
peso fetal e porcentagem de células marcadas (CD68+) segundo o tipo de parto
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