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Resumo

OBJETIVO: verificar a quantidade de células CD68+ no estroma das vilosidades coridnicas na placenta de gestacdes
submetidas ou ndo ao trabalho de parto. METODOS: estudo transversal, com gestantes sauddveis a termo, das
quais 31 placentas foram examinadas pela técnica de imunoistoquimica. Vinte placentas foram obtidas apds partos
vaginais [GVAG) e 11 obfidas em cesarianas elefivas (GCES). Llaminas foram preparadas com amostras de vilosidades
coriénicas e submefidas & marcagdo com anticorpo anti-CD68, especifico para macréfagos. Foram confadas as
células marcadas e as ndo marcadas dentro das vilosidades. Testes esfatisticos nGo-paramétricos foram utilizados para
a andlise. RESULTADOS: enfre 6.424 células contodas no estroma das vilosidades das 31 placentas, 1.135 células
(17,6%) foram marcadas pelo CD68+. Em cada amostra placentéria, a média de células coradas pelo anticorpo anti-
CD68 foi de 22418 para o grupo GVAG e de 2016 para o grupo GCES. CONCLUSOES: néo houve diferencas

significantes no percentual de macréfagos (CDG8+) em associagdo 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: fransversal study with healthy nearterm pregnant women, among whose placentae, 31 have been
examined by immunohistochemical fechnique. Twenty placentae were obtained after vaginal delivery (VAGG) and
eleven affer 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 2218 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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Introducao

Os mecanismos envolvidos no desencadeamento do
trabalho de parto continuam sendo uma incégnita para
a medicina. Sabe-se que o periodo de evolu¢do de uma
gravidez é um dos fatores essenciais para o seu éxito.
Dentre os fatores envolvidos no relaxamento miometrial
para garantir esse tempo necessario de evolugdo, destaca-se
a progesterona. Por outro lado, a distensdo miometrial,
niveis elevados de estrégenos e de citocinas inflamatdrias
sdo exemplos de fatores que estimulam a contratilida-
de uterina. H4 evidéncias de que ocorra infiltragdo de
leucécitos e macréfagos na interface materno-fetal no
inicio do trabalho de parto'? em placentas humanas e de
camundongos'”’. H4 evidéncias também de que fendme-
nos imunoinflamatérios com ativa¢io de macréfagos no
miométrio e no colo uterino estdo associados ao desenca-
deamento do trabalho de parto'~.

O aumento do fator alfa de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina-1 (IL-1), IL-2 e IL-8 no liquido amniético,
a maior expressio do RNA mensageiro da IL-6 e IL-8 no
corio-decidua, no colo uterino e no miométrio e a maior
expressio do RNA mensageiro da IL-1beta e IL-8 no Am-
nio sugerem que os macréfagos possam estar fortemente
associados ao trabalho de parto®*.

A quantidade de macréfagos e linfécitos T aumenta no
estroma das vilosidades coridnicas nos casos de trabalho de
parto prematuro com vilosites inespecificas’. Detectou-se
também uma maior concentra¢io de macréfagos (células
CD14+ e CD 68+) entre 0 miométrio e a placa basal de
placentas humanas em caso de pré-eclimpsia e trabalho
de parto prematuro’.

A por¢do materna da placenta tem sido mais estu-
dada do que a fetal com intuito de evidenciar a fungdo
dos macréfagos sobre a tolerincia materno-fetal e sobre
o mecanismo do parto. Porém, as vilosidades coridnicas
representam 80% do tecido placentério e hd possibilidades
de o feto humano participar do desencadeamento do parto.
Em gestag¢des de camundongos, foi detectado o aumento
da concentragdo de proteina A do surfactante (SP-A) no
liquido amniético no final da gestacdo. Esta age como um
fator estimulante para a migragdo de macréfagos para o
miométrio e ativagdo de fatores bioquimicos responsédveis
pelo inicio do trabalho de parto’. Evidenciou-se também
que a proteina SP-A tem sido demonstrada nas membranas
amnidticas humanas quando existem corioamnionite’.

Outro fato que refor¢a a importincia das condi¢oes
fetais como um dos fatores determinantes para o inicio do
trabalho de parto é a produgdo do cortisol fetal no final
da gravidez humana. Préximo ao termo, hd aumento da
pela producio de cortisol e de sulfato de dehidroepian-
drosterona (DHEAS) adrenal fetal de seres humanos. Esse
altimo serve como substrato para a produgio placentdria

de estrogénio, um antagonista da progesterona que pode
contribuir com o desencadeamento do parto®.

Os macréfagos fetais, conhecidos como células de
Hofbauer, sdo as células predominantes no estroma das
vilosidades coribnicas da placenta durante toda gestacdo’!!.
As células de Hofbauer desempenham um papel central
no desenvolvimento e manutengdo da placenta humana
porque secretam citocinas importantes para 0 Crescimento
e diferenciagdo do trofoblasto'?.

Had evidéncias de que citocinas inflamatdrias aumentem
durante o trabalho de parto, principalmente interleucina-1
(IL-1) e o fator alfa de necrose tumoral (TNF-a). Essas
citocinas sdo secretadas pelos macréfagos que sio as cé-
lulas mais frequentes do estroma viloso placentdrio. Néo
h4 estudos nos quais se avalia a popula¢io de macréfagos
em associagdo ao trabalho de parto nas vilosidades corio-
nicas de placentas a termo. Neste estudo, compararemos
a quantidade de macréfagos nas vilosidades coridnicas
de placentas a termo ap6s parto vaginal e apGs parto
cesariano eletivo. A hipdétese inicial é de que haja um
maior nimero de macréfagos nas vilosidades coriénicas
de placentas coletadas apés parto vaginal.

Métodos

Desenho do estudo

Ap6s a obtencdo do consentimento livre e esclareci-
do, conforme protocolo aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Clinica do Centro de Ciéncias da Satde e
Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceard,
foram obtidas amostras de tecido placentdrio dentro de
30 minutos apds o parto. Foram selecionadas pacientes
consecutivas com gestagao Unica a termo, sem quaisquer
complicacdes clinicas ou obstétricas para se estudar a
presenca de macréfagos em suas placentas.

Trinta e uma placentas foram selecionadas de pacien-
tes na idade gestacional entre a 38" e a 41* semana, nas
quais ndo havia dados clinicos ou bioquimicos sugesti-
vos de infecgdo, pré-eclimpsia, restri¢do do crescimento
fetal, diabetes gestacional ou hipertensdo cronica. Vinte
dessas placentas eram de pacientes que evoluiram para
parto vaginal (grupo GVAG) e onze delas de pacientes
submetidas a cesarianas eletivas (grupo GCES). As indi-
cagdes para a cesariana nesse Ultimo grupo foram cesdrea
anterior, apresentacdo pélvica e p6s-datismo; todas as
pacientes foram submetidas a cesarianas eletivas, ou seja,
ndo experimentaram a prova de trabalho de parto.

Amostras do tecido placentario
Foram coradas pelo menos duas laminas para cada
amostra de tecido placentdrio, sendo uma ldmina para o
estudo da morfologia pelo método da hematoxilina-eosina
e a outra com o anticorpo monoclonal anti-CDG68. 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 visiveis e contendo
cerca de 9 a 11 células mononucleares em seu interior.
Foram analisadas, em média, 25 secOes transversais das
vilosidades terminais por lamina representativa de cada
amostra placentdria. As células foram consideradas marca-
das quando a superficie estava completamente contornada
pelo cromégeno. As células endoteliais, trofoblasticas e
endovasculares foram excluidas da contagem realizada
a0 microscopio 6ptico com aumento de 40 e 100 vezes.
Ao final, pelo menos 250 células foram contadas em cada
amostra placentdria.

Fragmentos de tecido viloso foram identificados ma-
croscopicamente ap6s dissec¢do de um cotilédone central
a partir da superficie materna. Esses fragmentos foram
congelados em nitrogénio liquido ou embrulhados em
papel aluminio e armazenados a -70 °C. As sec¢des de
cada placenta foram coradas com hematoxilina e eosina
para se excluirem anormalidades tais como vilosite, ne-
crose, hidropsia e outras.

Foram realizados cortes histolégicos de 5 micra
(5 pm) no criostato a temperatura de 25 °C. Depois de
preparadas, as ldiminas foram fixadas em acetona (Synth,
Diadema — SP) e metanol (Reagen — Rio de Janeiro- R]J)
durante dois minutos a temperatura ambiente. Ap6s a TBS
(0,01 M e pH 7,4) lavagem por cinco minutos, as liminas
foram tratadas com peréxido de hidrogénio a 3% durante
dez minutos para bloquear a atividade das peroxidases
enddgenas. As ldminas foram incubadas durante a noite
com o anticorpo anti-CDG68 (anticorpo anti-humano de
camundongo, clone KP1, com especificidade para ma-
créfagos; Dako, Dennmark), diluida em 1:50 em solucdo
tampao “tris buffered saline” (TBS). Antigeno CD68
estd localizada no lisossomo e fagossomo de macréfagos e
mondcitos humanos'>!* e os anticorpos que reagem com
eles tém sido amplamente utilizados para identificar os
macréfagos nos tecidos humanos'>!°.

Controles negativos foram realizados utilizando
soro normal dos camundongos (eBioscience, San Diego,
EUA) em vez de anticorpos primdrios. Controles po-
sitivos foram realizados utilizando cortes histolégicos
de linfonodo de adultos humanos. Apés duas lavagens
em TBS, as sec¢des foram incubadas por 30 minutos
com imunoglobulinas de coelho anticamundongo
conjugadas com peroxidase pré-absorvida diluidas de
1:50 em soro com albumina sérica bovina a 5%, em
temperatura ambiente. Apds duas lavagens em TBS, as
laminas foram incubadas com o complexo avidina-biotina
peroxidase em uma cdmara imida durante 30 minutos
e, depois, lavadas duas vezes em TBS e incubadas com
3,3-diaminobenzidina (Sigma, Steinhein-Alemanha)

contendo 0,01% de peréxido de hidrogénio. Na etapa
seguinte, as liminas foram contrastadas com hemato-
xilina de Harris por um minuto, desidratadas com uma
bateria de concentra¢des crescentes de dlcool e xilol e
montadas em resina sintética.

Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov para estudo da distribui¢do pla-
centdria 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 cdlculos foram realizados por
meio o programa estatistico Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS).

Resultados

Os parimetros clinicos do GVAG e GCES foram
muito semelhantes. As médias da idade materna, a idade
gestacional e o peso ao nascer ndo apresentaram diferengas
significantes.

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

Porém, entre as placentas, houve diferenca 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 marcagio celular. O teste Kolmogorov-Smirnov con-
firmou que a diferenga entre as placentas ndo obedece a
uma distribui¢do normal.

Figura 1 — microfotografia de vilosidades coridnicas terminais de uma
placenta humana a fermo, corada pelo anticorpo anti-CD68. (aumento

400x].
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No GVAG, a média de células marcadas em cada
amostra placentdria foi de 22,3+18,1% e a mediana
apresentou um valor de 15,7%. As placentas de menor
e maior marcagdo apresentaram 5,7 e 63% de células
coradas, respectivamente.

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

As células anti-CD68+ estavam uniformemente
distribuidas dentro do estroma das vilosidades cori-
Onicas. Nio foram encontradas em maior ndmero na
vizinhanca do trofoblasto ou na periferia das vilosidades
(Tabela 1).

Por meio do teste de Mann-Whitney, ndo foram ve-
rificadas diferencas significantes entre a razdo de células
marcadas pelo total de células contadas nas diferentes
regides das vilosidades coribnicas em associagdo a mudanga
do tipo de parto (Tabela 2).

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para com-
parar a propor¢do de células marcadas (anti-CD68+) nas
vilosidades cori6nicas das placentas do GVAG e do GCES
em relag¢do a ocorréncia ou ndo de trabalho de parto. Com
aplicagdo do teste, ndo foi encontrada diferenca signifi-
cante (Tabela 2).

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

Pariimetros (média) GVAG GCES Valor de p
Idade materna (anos) 2245 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
Médiazdp dos percentuais de células 22,3+18,1 20,5+16,7 0,7*

D68+ por placenta (%)

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

Tabela 2 - Distribuicdo percentual das células coradas pelo anticorpo anti-CD68 segundo
a localizacio central ou periférica no estroma das vilosidades coridnicas tercidrias, nas
placentas a termo obtidas apés parto vaginal e cesariana eletiva

Grupos Total de células Periférica Central
(marcadas) (%) (%)
GVAG (n=740) 50,2 49,8
GCES (n=395) 61,2 39,8
Teste de Mann-Whitney p=0,35 p=0,20

Periférica: préximo ao trofoblasto ou nas margens das vilosidades; Central:
na regido central das vilosidades; GVAG: parto vaginal; GCES: parto

cesariano.
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Discussao

A placenta é um 6rgdo privilegiado que mantém um
grande nimero de macréfagos em seu estroma mesmo
sem dispor de drenagem linfdtica. No caso de corioam-
nionite, hd uma maior concentra¢do de macréfagos nas
membranas amnidticas provenientes da transformagio de
trofoblastos da placenta'’.

Nossa observacdo de que células CD68+ (macréfagos)
constitufram 17,6% das células do estroma viloso estd de
acordo com as de outros pesquisadores que encontraram
porcentagens semelhantes: 17" e 15%". O percentual de
macréfagos em nosso estudo foi menor do que outros estu-
dos que relataram taxas entre 40 e 50%'>*. Essa diferenca
pode ser explicada por variagdes metodolégicas como o uso
de anticorpos monoclonais diferentes, tipo anti-CD14. O
anticorpo anti-CD14 reage com os receptores de lipopo-
lissacarideos e o anti-CD68, com a macrosialina.

Houve diferenga na porcentagem de células marcadas
pelo anticorpo anti-CDG68 entre as 31 placentas estudadas e
a causa ndo foi o fato de a paciente ter entrado em trabalho
de parto ou ndo. E possivel que haja um fator determinante
ndo identificado neste estudo. Talvez um estudo mais amplo
e com maior nimero de varidveis independentes favoreca a
descoberta do motivo dessa diferenca. Por exemplo, sabe-se
que a obesidade materna estd associada 2 maior concentra¢o
de macréfagos na placenta’.

Nio se observou maior concentragio de macréfagos
na periferia das vilosidades nem préximo aos trofoblas-
tos, como ja havia sido descrito em estudo anterior. Essa
observagdo pode ter sido diferente pelo fato de terem sido
estudadas apenas vilosidades tercidrias, onde a quantidade
de tecido estromal é pequena e ndo hd um grande distan-
ciamento entre a parte central das vilosidades e a camada
trofobldstica periférica.

Nio foi observada uma maior quantidade dessas célu-
las marcadas pelo anti-CDG68 nas placentas das pacientes
que entraram em trabalho de parto. O fato de ndo ocorrer
um aumento quantitativo de células CD68+ nio exclui a
possibilidade de essas células estarem mais ativadas e parti-
cipando do desencadeamento do parto. Porém, esse achado
sugere que ndo hd uma migragdo dessas células em direcdo
a interface materno-fetal, como ocorre no caso das placentas
dos camundongos durante o trabalho de parto®.

Esse achado estd de acordo com outro estudo em seres
humanos que ndo encontrou macréfagos fetais, de fetos
masculinos, no miométrio materno. A maior infiltragdo
etrial de leucécitos e macréfagos, que ocorre durante o
trabalho de parto, sdo células de origem materna®.




Referéncias

Thomson AJ, Telfer JF, Young A, Campbell S, Stewart CJ, Cameron
IT, et al. Leukocytes infiltrate the myometrium during human
parturition: further evidence that labour is an inflammatory process.

Hum Reprod. 1999;14(1):229-36.
Mackler AM, lezza G, Akin MR, McMillan P, Yellon SM. Macrophage

trafficking in the uterus and cervix precedes parturition in the

mouse. Biol Reprod. 1999;61(4):879-83.
Gravett GM, Witkin SS, Haluska GJ, Edwards LJ, Cook MJ,

Novy MJ. An experimental model for intraamniotic infection
and pattern labor in rhesus monkeys. Am J Obstet Gynecol.
1994;171(6):1660-7.

Osman |, Young A, Ledingham MA, Thomson AJ, Jordan F, Greer IA,
et al. Leukocyte density and pro-inflammatory cytokine expression
in human fetal membranes, decidua, cervix and myometrium before

and during labour at term. Mol Hum Reprod. 2003;9(1):41-5.
Greco MA, Wieczorek R, Sachdev R, Kaplan C, Nuovo GJ,

Demopoulos RI. Phenotype of villous stromal cells in placentas
with cytomegelovirus, syphilis, and nonspecific villitis. Am J Pathol.

1992;141(4):835-42.

Kim JS, Romero R, Cushenberry E, Kim YM, Erez O, Nien JK, et al.
Distribution of CD14+ and CD68+ macrophages in the placental
bed and basal plate of women with preeclampsia and preterm
labor. Placenta. 2007;28(5-6):571-6.

Han YM, Romero R, Kim YM, Kim JS, Richani K, Friel LA, et al.
Surfactant protein-A mRNA expression by human fetal membranes
is increased in histological chorioamnionitis but not in spontaneous

labour at term. J Pathol. 2007;211(4):489-96.

Sirianni R, Mayhew BA, Carr BR, Parker CR Jr, Rainey WE.
Corticotropin-releasing hormone (CRH) and urocortin act through
type 1 CRH receptors fo stimulate dehydroepiandrosterone sulfate

production in human fetal adrenal cells. J Clin Endocrinol Metab.
2005;90(9):5393-400.

Wood GW. Mononuclear phagocytes in the human placenta.
Placenta. 1980;1(2):113-23.

. Bulmer JN, Johnson PM. Macrophage populations in the human

placenta and amminiocorion. Clin Exp Immunol. 1984;57(2):393-
403.

. Goldstein J, Braverman M, Salafia C, Buckley P. The phenotype of

human placental macrophages and its variation with gestacional
age. Am J Pathol. 1988;133(3):648-59.

20.

21.

22.

23.

. Khan S, Katabuchi H, Araki M, Nishimura R, Okamura H.

Human villous macrophage-conditioned media enhance human
trophoblast growth and differentiation in vitro. Biol Reprod.
2000;62(4):1075-83.

. Kaiserling E, Xiao JC, Ruck P, Horny HP. Aberrant expression of

macrophage-associated antigens (CD68 and Ki-M1P) by Schwann
cells in reactive and neoplastic neural tissue. Light- and electron-
microscopic findings. Mod Pathol. 1993;6(4):463-8.

. Saito N, Pulford KA, Breton-Gorius J, Massé JM, Mason DY, Cramer

EM. Ultrastructural localization of the CD68 macrophage-associated
antigen in human blood neutrophils and monocytes. Am J Pathol.
1991;139(5):1053-9.

. Pulford KA, Sipos A, Cordell JL, Stross WP, Mason DY. Distribution

of the CD68 macrophage/myeloid associated antigen. Int Immunol.
1990;2(10):973-80.

. Falini B, Flenghi L, Pileri S, Gambacorta M, Bigerna B, Durkop

H, et al. PG-M1: a new monoclonal antibody directed against a
fixative-resistant epitope on the macrophage-restricted form of the
CD68 molecule. Am J Pathol. 1993;142(5):1359-72.

. Kim SS, Romero R, Kim JS, Abbas A, Espinoza J, Kusanovic JP, et

al. Coexpression of myofibroblast and macrophage markers: novel
evidence for an in vivo plasticity of chorioamniotic mesodermal

cells of the human placenta. Lab Invest. 2008;88(4):365-74.

. Kabawat SE, Mostoufi-Zadeh M, Driscoll SG, Bhan AK. Implantation

site in normal pregnancy. A study with monoclonal antibodies.
Am J Pathol. 1985;118(1):76-84.

. Yagel S, Livni N, Zacut D, Gallily R. Characterization and

localization of human placental mononuclear phagocytes by
monoclonal antibodies and other cell markers. Isr J Med Sci.

1990;26(5):243-9.

Nakamura Y, Ohta Y. Inmunohistochemical study of human placental

stromal cells. Hum Pathol. 1990;21(9):936-40.

Challier JC, Basu S, Bintein T, Minium J, Hotmire K, Catalano PM, et
al. Obesity in pregnancy stimulates macrophage accumulation and
inflammation in the placenta. Placenta. 2008;29(3):274-81.

Yellon SM, Mackler AM, Kirby MA. The role of leukocyte traffic and
activation in parturition. J Soc Gynecol Investig. 2003;10(6):323-
38.

Leong AS, Norman JE, Smith R. Vascular and myometrial changes
in the human uterus at term. Reprod Sci. 2008;15(1):59-65.




