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RESUMO

A inflamagcao da vilosidade placentaria, ou vilosite, pode ser causada por
diversos agentes infecciosos, porém na maioria dos casos a etiologia é
desconhecida. As vilosites estdo associadas a aborto, malformacdes fetais,
prematuridade e retardo do crescimento intra-uterino, que € a principal
manifestacao clinica nos casos de etiologia desconhecida. Estes casos tém sido
explicados como o resultado de uma reagcdo imune materna contra o tecido
placentario ou causados por algum agente infeccioso nao identificado e sem
manifestacao clinica materno-fetal. Nao € possivel distinguir, ao exame
histol6gico, a vilosite de etiologia desconhecida (VED) de uma vilosite
infecciosa, se nesta ultima néo for identificado microorganismos no tecido ou
sinais histolégicos de infeccao, tais como inclusdes virais. O aspecto histoldgico
€ semelhante em ambos 0s grupos e na maioria dos casos a reacao inflamatéria
esta constituida por linfécitos e histiocitos. A presenca de padroes
imunofenotipicos especificos nos diferentes tipos de vilosite poderia auxiliar
tanto no diagnéstico como na compreensdo da patogénese dessas lesdes
placentarias. Foi estudada a composicdo do infiltrado inflamatério em 23
placentas com vilosite (oito por T. cruzi, cinco por T. gondii e oito de etiologia
desconhecida), duas placentas com intervilosite pelo Paracoccidioides
brasiliensis e 8 placentas controles sem inflamac&o, através da técnica
imunoistoquimica avidina-biotina-peroxidase em cortes histolégicos de material
fixado em formalina e incluido em parafina. Os anticorpos pesquisados foram:
UCHL1 (CD45R0O), L26 (CD20), CD45R0O/0PD4 (CD4), CD8, NK-like, M1
(CD15), Mac 387, HAM 56 (CD68) e proteina S-100. Em todos os casos e nos
diferentes tipos de vilosite estudados a reacdo inflamatéria estava
predominantemente constituida por linfocitos T do subtipo CD8+ e histidcitos
HAM 56+. Também foram identificados, em menor quantidade, linfécitos T
CD4+, macréfagos MAC 387+, granulécitos, células S-100 + e escassas células
NK. Os linfocitos B estavam ausentes ou eram menos do que 2% das células
inflamatérias em todos os casos. Nas placentas com intervilosite por P.
brasiliensis o infiltrado era composto por macrofagos Mac 387 + e granulécitos
M1+. O estudo da composicao do infiltrado inflamatoério, por imunoistoquimica,
nao permite diferenciar VED de vilosite infecciosa. A presenca de um mesmo
perfil de células inflamatérias em ambos os grupos (infeccioso e VED) favorece
a hipotese de que a VED seja causada por algum agente infeccioso néo
identificado, possivelmente viral. Também é possivel que diferentes agentes
etiolégicos causem inflamagdo Vvilositaria através do mesmo mecanismo
patogénico, o qual envolve uma reacédo imune celular mediada por linfécitos T
CD8+ e histiécitos.
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ABSTRACT

Villitis is characterized by an inflammatory infiltrate within the villous stroma and
can be caused by a large number of infectious agents, although most are of
unknown etiology. Villitis, not rarely, is associated with intrauterine fetal death,
abortion, malformations and fetal growth retardation. The latter has been the
major clinical association of villitis of unknown etiology (VUE). Two hypotheses
has been advocated to explain this lesion: a maternal immune attack against
fetal tissue or an unidentified infection. Histology alone cannot distinguish VUE
from an infectious villitis, unless microorganisms or viral inclusions are found in
tissue. Both lesions are characterized by chronic inflammatory cells, mainly
lymphocytes and macrophages, in the placental villous stroma. Granulomas and
trophoblast damage, very typical of some infectious villitis, can also be a feature
of VUE. Therefore, immunohistochemical phenotyping of the inflammatory cells
could be of diagnostic value in villitis. There are few immunomorphological
studies about the inflammatory cells in infectious villitis as well as in VUE. We
studied the inflammatory cells by immunohistochemistry in 23 placentas with
villitis (8 cases of Trypanosoma cruzi villitis, 5 cases of Toxoplasma gondii villitis
and 8 cases of VUE). Two cases of P. brasiliensis intervillositis and 8 control
placentas without inflammation were also analysed. Paraffin sections of all
placentas were submitted for immunohistochemistry analysis according the
avidin-biotin-peroxidase technique. Antibody panel consisted of UCHL1
(CD45R0O), L26 (CD20), CD45RO/OPD4, CD8, NK-like, M1 (CD15), Mac387,
HAM 56 (CD68) and S-100 protein. In all cases of villitis (infectious and of
unknown etiology) the inflammatory infiltrate consisted mainly of HAM 56+
macrophages and T lymphocytes. Among T cells, CD8+ cells outnumbered
CD4+ cells in all placentas. B lymphocytes were absent or very rare (<2%). A
small number of Mac 387+ monocytes, NK cells and S-100+ cells were also
detected. Paracoccidiodomycosis intervillositis consisted of Mac387+ histiocytes
and M1+ granulocytes. Our findings showed that immunohistochemical study of
the inflammatory cells cannot distinguish VUE from infectious villitis. The same
cellular composition of the inflammatory infiltrate in the two studied groups (VUE
and infectious Vvillitis) favors the hypothesis that VUE could result from an
infectious cause. In addition, this finding raises the possibility that different
etiologic factors acts through a common pathway to cause villitis which is an
inflammatory lesion mediated by CD8+ T Ilymphocytes and macrophages.
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1.1 Aspectos gerais

A inflamacéao da placenta, embora extensivamente estudada ha varios
anos, é uma doenca que ainda suscita grande interesse devido a importancia
clinica deste fenbmeno, a diversidade de agentes causais envolvidos e a
complexidade dos mecanismos patogénicos propostos.

A inflamacdo das membranas fetais (corioamnionite) e cordao
umbilical (funisite) € a forma mais freqliente de placentite e resulta de infeccao
ascendente transcervical, usualmente de etiologia bacteriana, traduzida na
histologia por reacao inflamatéria aguda supurativa (RUSSEL, 1995; FOX, 1997;
GERSELL & KRAUS, 2000).

A presengca de infiltrado inflamatério no estroma da vilosidade
placentaria caracteriza a vilosite, que é o padrdao de inflamacédo observado nos
casos de infecgcao placentaria por via hematogénica (RUSSEL, 1995; FOX, 1997;
GERSELL & KRAUS, 2000). Os virus sao considerados os agentes etiolégicos
mais freqientes das vilosites infecciosas, que também podem ser causadas por
bactérias, parasitas, protozoarios e fungos (RUSSEL, 1995; FOX, 1997;
GERSELL & KRAUS, 2000).

Entretanto, grande parte das vilosites é de etiologia desconhecida,
pois ndo sao evidenciados microorganismos na placenta e ndao ha sinais
maternos de infecgdo (ALTSHULER & RUSSEL, 1975; KNOX & FOX, 1984;
RUSSEL, 1995; GERSELL & KRAUS, 2000). Nestes casos tem sido proposto

que a vilosite poderia ser causada por um agente ndo detectado por métodos
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diagnésticos usuais ou resultar da agressdo imunolégica materna contra os
tecidos placentarios (LABARRERE, ALTHABE, TELENTA, 1982; LABARRERE et
al, 1986; LABARRERE, McINTYRE, FAULK, 1990; FOX, 1997).

Clinicamente, as vilosites podem estar associadas a aborto, natimorto,
baixo peso ao nascimento, prematuridade e infeccées sistémicas no recém-
nascido com consequiéncias graves tais como retardo mental, cegueira, surdez e
inimeras malformacdes congénitas. Segundo Russel (1995), uma vez que todo
tecido coribnico é fetal, a presenca de vilosite focal ou difusa pode ser
considerada como uma evidéncia de possivel infecgao no feto ou recém-nascido,
independente da detecgcao de algum microorganismo por meio de cultura.

Alguns casos podem ser assintomaticos e a morbi-mortalidade, nos
casos infecciosos, parece depender do microorganismo, da intensidade da
infeccao e do estagio da gravidez em que esta ocorreu (FOX, 1997; GERSELL &
KRAUS, 2000).

A relacado da intensidade da vilosite com a gravidade da infeccao é
nitida em algumas vilosites de etiologia conhecida, tal como na causada pelo
Trypanosoma cruzi, onde a vilosite € intensa, granulomatosa e rica em parasitas
nos natimortos, porém, mais leve, ndo granulomatosa e os parasitas raros nos
nativivos (BITTENCOURT, 1988; ALTEMANI, BITTENCOURT, LANA, 2000).
Entretanto, em outras vilosites de causa infecciosa, a intensidade do
comprometimento fetal parece estar mais relacionada ao efeito direto da infec¢ao

no feto ou na mée do que com a intensidade da lesédo placentaria (FOX, 1997).
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A presenca de vilosite crénica difusa pode representar um fator de
risco para o desenvolvimento de lesdo cerebral no recém-nascido. Redline &
O’riordan (2000), relatam uma maior freqiéncia de vilosite cronica difusa, além
de outras lesdes, em placentas a termo de recém-nascidos com déficit
neurolégico grave ou paralisia cerebral, sem evidéncias de infeccdo ou
malformagdes congénitas.

A frequéncia de vilosite varia, em diferentes paises, de 6 a 68% das
placentas estudadas (ALTSHULER & RUSSEL, 1975; RUSSEL, 1980;
LABARRERE et al, 1982). No Brasil, Altemani et al (1982) relatam uma
freqiéncia de 24% em 132 placentas selecionadas ao acaso de uma populagcao
que incluiu recém-nascidos de peso normal, recém-nascidos de baixo peso e
natimortos. Redline & Abramowsky (1985), salientam que esta diferenca na
incidéncia de vilosite depende de trés fatores: quantidade de material submetido
a estudo histoldgico, critérios utilizados para o diagnédstico de vilosite e o tipo de
populacdo de onde foram obtidas as placentas. Altemani, Gonzatti & Metze
(20083), demonstraram que o processamento de pelo menos 6 blocos de parafina
por placenta examinada proporciona uma probabilidade de 85% para detectar
95% de todos os casos de vilosite. Assim, o estudo de 6 blocos de tecido
placentério seria suficiente para identificar a maioria dos casos de vilosite.

A presenca de reacédo inflamatoria intrinseca ao parénquima vilositario
€ a expressao histopatolégica da vilosite, que pode ser subdividida de acordo
com a natureza deste infiltrado (aguda ou crénica), a distribuicdo das lesdes

(focal, difusa, basal) e o grau de acometimento (leve, moderado, intenso)
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(RUSSEL, 1995; GERSELL & KRAUS, 2000). A classificagdo proposta por
Altshuler & Russel (1975), esta fundamentada na evolucao da vilosite desde um
estagio inicial inflamatério até um estagio final fibrético. De acordo com estes
autores, a vilosite pode ser classificada em:

— Vilosite proliferativa: presenga de infiltrado inflamatorio crénico no estroma
viloso, sem necrose. Os infiltrados predominantemente histiociticos podem
constituir uma variante granulomatosa.

— Vilosite necrosante: além do infiltrado inflamatério h& necrose vilosa. Quando
presente no contexto de uma vilosite proliferativa é considerada o estagio
agudo desta leséao.

— Vilosite reparativa: presenca de tecido de granulacao e fibrose, indicando que
o processo inflamatério esta numa fase reparativa.

— Fibrose estromal: as vilosidades séao fibréticas, com pouca ou nenhuma
evidéncia de processo inflamatorio ativo.

Entretanto, como salientado por Fox (1997), esta subdivisado é artificial

e dependente da intensidade e do estagio em que o processo inflamatério

encontra-se no momento do parto. Comumente observam-se diversas matizes

de inflamacao e reparo em uma mesma placenta (FOX, 1997; GERSELL &

KRAUS, 2000).

Na maioria dos casos a vilosite € um processo focal e o infiltrado

inflamatério esta constituido por linfocitos e histiécitos (ALTEMANI, 1992).

Algumas particularidades podem ser descritas: na vilosite por bactérias

piogénicas ou Listeria monocytogenes o infiltrado é purulento, na Sifilis € comum
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a riqueza em plasmaécitos, nas vilosites parasitarias por Trypanosoma cruzi ou
Toxoplasma gondii pode haver reagao inflamatéria granulomatosa e na infeccao
por Citomegalovirus (CMV) podemos observar desde uma vilosite aguda
necrosante, com inclusdes virais caracteristicas, até fibrose estromal completa
(BITTENCOURT, 1988; ALTEMANI, 1992; FOX, 1997; ALTEMANI et al, 2000).
Além do infiltrado inflamatério, outras alteragbes podem ser
encontradas associadas a vilosite, tais como: edema e imaturidade vilosa,
vasculite com necrose endotelial em vasos vilositarios, vilosidades avasculares
devido a trombose oclusiva de artérias fetais com vasculite, trombos intervilosos
provavelmente secundarios a rotura de vasos vilositarios fetais, infiltrado
inflamatério crénico na decidua da placa basal e necrose do trofoblasto

(RUSSEL, 1980; KNOX & FOX, 1984; FOX, 1997).

1.2 Vilosite por Toxoplasma gondii

A vilosite por Toxoplasma gondii (T. gondii) foi observada em 3% das
placentas examinadas por Altemani et al (1982) e correspondeu a 12,5% dos
casos de vilosite, sendo a segunda em frequéncia, superada apenas pelas
vilosites de causa desconhecida, neste estudo. O risco e a gravidade da infeccao
fetal estdo relacionados ao periodo gestacional em que ocorreu a infeccao
materna aguda. Quando adquirida nos primeiros trimestres da gestacao pode
ocasionar, no feto, lesbes graves no sistema nervoso central, corioretinite e
cegueira (VIGGIANO & XIMENES, 1986; RUSSEL, 1995; GERSELL & KRAUS,

2000).
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As placentas infectadas por T. gondii podem ser de aspecto
macroscopico normal ou volumosas, palidas e edematosas, imitando o padrao
observado na sifilis congénita e eritroblastose fetal (VIGGIANO & XIMENES,
1986; RUSSEL, 1995).

O exame histoldgico pode acentuar ainda mais a semelhanga com os
casos de eritroblastose fetal devido a presenca, na toxoplasmose, de
imaturidade vilositaria, vilosidades hidrépicas e eritrocitos nucleados em vasos
vilositarios. O processo inflamatério caracteriza-se geralmente por uma vilosite
focal, com predominio de linfécitos e histiécitos. E possivel observar também
necrose vilositaria, deciduite linfocitica crénica nas membranas fetais e placa basal,
além de funisite. Os parasitas usualmente sao identificados nas formas encistadas,
localizados no tecido conjuntivo do amnio e corio. Podem ser vistos também no
estroma viloso, células trofoblasticas, decidua e, raramente, corddo umbilical.
Descreve-se como tipica a auséncia de resposta inflamatéria aos parasitas
encistados nas membranas fetais (VIGGIANO & XIMENES, 1986; RUSSEL, 1995;
GERSELL & KRAUS, 2000).

A vilosite por T. gondii, em alguns casos, pode ser difusa e
granulomatosa, com granulomas constituidos por células epitelidides, células
gigantes multinucleadas e quantidade variavel de pseudocistos parasitarios
(ALTEMANI et al, 1982). Nos casos estudados por Altemani et al (1982), o
processo inflamatério mais intenso estava associado a natimortalidade e os

parasitas localizavam-se predominantemente nas vilosidades.
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1.3 Vilosite por Trypanosoma cruzi

A transmissdo congénita da doenca de Chagas com infeccao
placentaria pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi) esta bem documentada como um
importante fator de morbidade materno-fetal desde os estudos realizados por
Lisbbéa (1960) e Bittencourt (1963) que demonstraram o encontro simultaneo de
parasitas na placenta e 6rgaos fetais.

A freqliéncia da doenca de Chagas congénita é variavel em diferentes
regides do Brasil. Altemani et al (1982) descrevem um caso de placentite
chagasica em 132 placentas examinadas na Faculdade de Ciéncia Médicas da
UNICAMP, em Campinas (Sao Paulo), ou seja, freqiéncia de 0,75%. Bittencourt
(1963) relata a forma congénita desta doenca com freqtiéncia de 1,29% na
maternidade Climério de Oliveira e 2,7% na maternidade Tsylla Balbino, ambas
localizadas em Salvador (Bahia). Esta autora estima a incidéncia anual de um
caso de doenca de Chagas congénita para cada 1000 nascimentos ocorridos no
estado da Bahia (BITTENCOURT, 1992), o que configura esta doenca como um
problema de saude publica também no ambito obstétrico e perinatal.

Os seguintes fatores parecem aumentar o risco de transmissao da
doenca ao feto: gestante jovem, doenca em fase aguda, doenga crdnica com
exacerbacao da parasitemia e histéria prévia de aborto ou concepto infectado. A
frequéncia de infecgdo placentaria € maior entre 22 e 26 semanas de gestacao

(BITTENCOURT, 1992).
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A infeccdo congénita pelo T.cruzi pode causar crescimento intra-
uterino retardado, prematuridade, natimortos e abortos, estes ultimos
freqientemente com avancado estado de maceracao, dificultando o encontro
dos parasitas e o diagnéstico da doenca. Sao descritas varias alteragoes
patoldgicas no feto e recém-nascido: meningoencefalite, miocardite, miosite,
pneumonite e inflamacdo do trato digestivo e da pele. A presenca de
megaesbfago e megacédlon, lesdes caracteristicas da fase cronica da doenca,
também podem ser observadas precocemente na forma congénita. Alguns casos
sdo assintomaticos e a crianca infectada pode permanecer sem manifestacoes
clinicas da doenca (BITTENCOURT & BARBOSA, 1972; BITTENCOURT, 1976;
BITTENCOURT, 1992).

O T. cruzi atinge a placenta em sua forma flagelada (tripomastigota)
que tem a capacidade de infectar e transpor o epitélio trofoblastico, alcangcando
o estroma vilositario. Neste, os parasitas assumem a forma amastigota e sao
fagocitados por células de Hofbauer onde se multiplicam e formam ninhos ou
pseudo-cistos. A ruptura destes ninhos suscita uma reacao inflamatéria e libera
formas tripomastigotas que podem infectar outras células vilositarias ou cair na
circulacdo fetal causando infeccdo congénita (ALTEMANI et al, 2000).
Depreende-se, portanto, deste ciclo parasitario, que a presenca de vilosite e
infecgdo fetal por T. cruzi sdo eventos patologicos estreitamente relacionados.
Bittencourt & Barbosa (1972) ao estudarem 215 fetos macerados detectaram
infeccdo por T. cruzi em 11 casos e todos apresentavam placentite chagéasica

concomitante.
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O exame macroscopico de placentas chagasicas demonstra cotilédones
volumosos e esbranquicados, com superficie de corte palida e consisténcia
friavel, semelhante ao observado na sifilis (BITTENCOURT, 1963).

O exame histopatolégico pode revelar uma vilosite focal e esparsa ou
difusa, com comprometimento de todas as vilosidades e troncos vilositarios. As
vilosidades exibem edema, proliferacdo de células de Hofbauer, infiltracao linfo-
histiocitaria e focos de necrose, por vezes com destacamento do epitélio
trofoblastico. Nos pontos de necrose do trofoblasto os vilos podem ser
circundados por fibrina e infiltrado inflamatério linfomononuclear. Nota-se
também reacao inflamatéria granulomatosa, com células epitelidides e células
gigantes multinucleadas no espaco interviloso, ao redor de vilosidades lesadas.
Outras alteracoes descritas sao infiltracdo linfo-histiocitaria na parede de vasos
dos troncos vilositarios e trombose vascular (BITTENCOURT, 1963;
BITTENCOURT, 1976; VIGGIANO & XIMENES, 1986).

Os parasitas podem ser vistos no interior de histidcitos, livres ou
agrupados em ninhos no estroma vilositario, troncos vilosos, membranas extra-
placentarias, cordao umbilical e decidua. Nos raros casos em que o parasita foi
identificado apenas no epitélio trofoblastico, ndo houve transmissao da infeccéao
ao feto. Admite-se que o epitélio trofoblastico tem capacidade fagocitica,
funcionando como uma barreira protetora do feto contra agentes infecciosos
(VIGGIANO & XIMENES, 1986; BITTENCOURT, 1992).

A intensidade do parasitismo e da reagao inflamatéria na placenta parece

ter relacdo com a gravidade do comprometimento fetal. Altemani et al (2000)
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estudaram oito placentas com vilosite chagasica, sendo quatro de natimortos e
quatro de criancas nascidas vivas. No grupo dos natimortos a vilosite era difusa
e intensa, com frequente necrose do trofoblasto, numerosos parasitas e reacao
granulomatosa intervilosa. No grupo dos nascidos vivos, ao contrario, a vilosite
era focal, com escassos parasitas e necrose do trofoblasto rara ou ausente.
Neste mesmo estudo, Altemani et al (2000) também caracterizaram o
infiltrado inflamatério vilositario por meio da técnica da imunoistoquimica. Em
todos os casos de vilosite chagasica analisados, o infiltrado estava constituido
predominantemente por macréfagos positivos para o CD68, linfocitos T e
escassas células NK. Os linfécitos B eram muito raros ou ausentes. Os linfécitos
T do subtipo CD8 eram mais freqlientes do que o subtipo CD4. Ao contrario de
outros érgaos, na placenta, os macréfagos CD68 + eram mais numerosos do

que os linfécitos T na reacéao inflamatéria ao T. cruzi.

1.4 Vilosite de etiologia desconhecida (VED)

A caracterizacdo deste tipo de vilosite depende, como esta evidente
no proprio nome que a define, da exclusdo de qualquer agente etioldgico
identificado no tecido placentario, assim como auséncia de sinais de infeccao
materna e fetal.

A frequéncia de VED varia de 6 a até 68% das placentas examinadas em
varios trabalhos de diferentes paises (ALTSHULER & RUSSEL, 1975; RUSSEL,

1980; ALTEMANI, 1982; LABARRERE et al, 1982). As possiveis razbes para esta
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variacao nas freqiéncias de VED sdo as mesmas ja previamente comentadas e
referidas por Redline & Abramowsky (1985) e Altemani et al (2003). Em que pese
uma nitida discrepancia nas freqtiéncias observadas, parece consenso o fato da
VED ser o tipo mais freqlente de vilosite (ALTSHULER & RUSSEL, 1975;
RUSSEL, 1980; ALTEMANI, 1982; LABARRERE et al, 1982; RUSSEL, 1995).

Altshuler & Russel (1975), no classico estudo de revisdo sobre
vilosites, descrevem 63 casos de VED. A vilosite era focal em 45 casos, difusa
em 12 casos e predominantemente basal em 6 casos (vilosite linfoplasmacitica
basal). Os casos focais exibiam uma reacdo inflamatéria linfocitaria, com
distribuicao aleatéria na trama vilositaria e indistinguivel da vilosite causada pela
rubéola. Sdo descritos também lesdo do trofoblasto com deposi¢do de fibrina,
areas de necrose tecidual e alteracdes vasculares nos vasos fetais, tais como
endovasculite e trombose. Os autores relatam uma significante associacao deste
tipo de vilosite com retardo do crescimento intra-uterino, manifestado
clinicamente pelo encontro de criancas pequenas para a idade gestacional em
38% dos casos. Entretanto, ndo houve correlacédo entre a intensidade da VED e
a presenca de alteracao neonatal.

Russel (1980), sedimenta os conceitos de VED ao descrever os
aspectos clinicos e morfolégicos de 575 casos desta lesdo que foram detectados
a partir de uma amostra de 7505 placentas. Na maioria dos casos o0 aspecto
macroscopico das placentas ndo diferia do normal e ao exame microscopico o
processo inflamatério era leve e focal, distribuido ao acaso no parénquima

placentario. Alguns casos exibiam uma distribuicdo preferencialmente basal ou
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parabasal, como descrito previamente por Altshuler & Russel (1975). O infiltrado
inflamatério, na casuistica de Russel (1980), embora predominantemente linfo-
histiocitario, estava constituido também por plasmoécitos, neutréfilos e células
gigantes multinucleadas. O processo inflamatério podia ser restrito ao vilo,
porém o mais comum era afetar vilos contiguos, com rotura do trofoblasto e
deposigao de fibrina entre os mesmos. Foram vistos ainda trombos intervilosos e
vasculite em troncos vilosos com obliteracdo vascular levando a formacéo de
vilos acelulares e hialinos.

A VED, nos casos descritos por Russel (1980), além de estar
associada com o retardo do crescimento intra-uterino, mostrava correlacao
positiva com a intensidade das lesbes, ou seja, quanto mais grave a vilosite,
maior o grau de comprometimento fetal.

No Brasil, Altemani et al (1982) descrevem uma freqiéncia de 18,9% de
VED em 132 placentas examinadas, correspondendo a 78,2% dos casos de
vilosite no grupo estudado. Posteriormente Altemani, Fassoni, Marba (1989),
relatam uma freqliéncia de 41,8% de VED em 86 placentas examinadas.
Altemani et al (2003) detectaram 13 casos de VED em 47 placentas que foram
estudadas de forma prospectiva, ou seja, uma frequencia de 19,4% de VED nos
casos analisados.

Em relacdo ao primeiro trabalho (ALTEMANI et al, 1982), na maior
parte dos casos a Vvilosite era focal e estava caracterizada por reacao
inflamatéria crénica inespecifica, podendo exibir também inflamacdo aguda

supurativa e reag¢ao granulomatosa. Outras alteracées morfolégicas associadas
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foram deciduite linfoplasmocitaria e trombose da artéria fetal. O recém-nascido
de baixo peso foi a alteracao neonatal mais freqientemente observada.

Assim como relatado por Russel (1980), a frequéncia de recém-
nascido de baixo peso estava diretamente relacionada com a intensidade do
processo inflamatério, sendo observada em 8,3% das vilosites leves, 14,2 % das
moderadas e 80% das intensas. Entretanto, como salientam os autores, a
presenca de hipertensdo moderada ou grave e pré-eclampsia em 57% dos casos
de VED estudados também poderia contribuir para a alta freqiiéncia de recém-
nascido de baixo peso observada neste grupo. Outra alteracdo materna
observada foi a presenca de aborto recorrente em 16% dos casos estudados.

A VED pode recorrer em novas gestacdes, freqientemente
reproduzindo o mesmo padrdao de comprometimento inflamatério nas placentas
subseqlientes (REDLINE & ABRAMOWSKY, 1985; RUSSEL, 1995).

Redline & Abramowsky (1985), notaram dois grupos distintos nos dez
casos de VED recorrentes estudados. Em seis casos a vilosite era focal,
freqientemente basal, com plasmaécitos na decidua. As pacientes eram de baixo
nivel socio-econdmico, com histéria de doenca sexualmente transmissivel. Nos
quatro casos restantes a vilosite era difusa, com proeminente deposigéo de fibrina
intervilosa, sem plasmocitos na decidua. As pacientes eram de alto nivel socio-
econbmico, mostravam tendéncia a obesidade e histéria de abortos prévios.

A causa e patogénese da VED é um assunto ainda n&o esclarecido,
sendo aventadas duas hipbteses principais para explicar este fenédmeno: a

hipbtese infecciosa e a hipotese imunoldgica (BENIRSCHKE & KAUFMAN, 1995).
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Na primeira hipétese, a VED seria uma resposta inflamatéria fetal
contra algum agente infeccioso nao detectado, possivelmente de natureza viral.
Os autores que defendem esta idéia argumentam que o aspecto morfoldgico de
certas vilosites virais, tal como a causada pela rubéola, assemelha-se ao
observado na VED. O retardo no crescimento intra-uterino e outros efeitos da
VED no concepto também poderiam ser explicados como decorrentes de uma
acao viral (ALTSHULER & RUSSEL, 1975; RUSSEL, 1980; BENIRSCHKE &
KAUFMAN, 1995; BENIRSCHKE et al, 1999).

Segundo Russel (1980), a distribuicdo de focos inflamatérios nos vilos
basais e a associagao com deciduite, indicaria que a VED pode ser o resultado da
disseminacado de uma infeccdo endometrial ao parénquima placentario. O mesmo
autor sugere que a VED, por sua variabilidade morfolégica, deve ser a resposta a
mais de um organismo ou estimulo antigénico.

Benirschke et al (1999), recomendam a busca sistematica e persistente
de algum agente infeccioso em todos os casos de vilosite. Segundo estes autores,
uma avaliacdo histolégica minuciosa, associada ao uso de técnicas de biologia
molecular e estudos sorolégicos maternos eficazes, podem revelar algum
microorganismo insuspeito nos casos de vilosite sem causa aparente.

A hipoétese imunologica explica a VED como o resultado de uma
agressao imune materna contra antigenos fetais, ou seja, um tipo de reacéao
enxerto versus hospedeiro (LABARRERE et al, 1982, 1990; REDLINE &

PATTERSON, 1993; ALTEMANI, 1992).
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Esta hipétese foi inicialmente construida a partir dos seguintes fatos:
a) varios casos de VED associam-se com auto-imunidade materna; b) existe
uma tendéncia a recorréncia das lesées e associacdao com abortos recorrentes;
c) ndo € possivel, mesmo com o uso de diferentes técnicas, demonstrar agentes
infecciosos ou sinais de infeccao fetal e materna na maioria dos casos de
vilosite. Os fetos, nos casos de VED, geralmente apresentam baixo nivel de IgM
no sangue do corddao umbilical (REDLINE & ABRAMOWSKY, 1985; ALTEMANI
et al, 1989; REDLINE & PATTERSON, 1993).

O advento das técnicas de imunoistoquimica e biologia molecular
possibilitou um maior conhecimento da natureza do infiltrado inflamatério na
VED, reforcando a hipétese de uma patogénese imunoldégica com conceitos de
biologia celular.

Labarrere et al (1990) estudaram as células inflamatoérias,
componentes da coagulagcdo e marcadores endoteliais em 25 placentas com
VED de gestagdes normais por meio de técnica imunoistoquimica em material a
fresco e congelado. Estes autores demonstraram que o infiltrado na VED era
constituido predominantemente por macréfagos com expressao de antigenos de
histocompatibilidade (HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ) e linfécitos T auxiliares (CD4
positivos). Havia deposicao de fator IX da coagulacdo e fibrina na membrana
basal trofoblastica e perivascular, com perda de marcadores endoteliais em
vasos fetais e aumento de plaquetas. Baseados nestes achados, Labarrere et al
(1990), sugerem que linfécitos T auxiliares (Th1) ativam macré6fagos que, por

sua vez, ativam fatores da coagulacdo e alteram o endotélio vascular. Tais
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eventos imunolégicos resultam na alteracao morfolégica descrita como vilosite.
Entretanto, o fator que inicia este mecanismo nao é conhecido. A presenca de
histiocitos ativados (HLA +) nos focos de vilosite poderia representar tanto uma
resposta a infeccdo ou uma reacao imune alogénica. Outra possibilidade é que
assumem apenas o papel de fagocitos e que foram atraidos ao local devido a
necrose tecidual secundaria ao dano endotelial.

Altemani (1992) alcancou resultados semelhantes a Labarrere et al (1990)
ao estudar o infiltrado inflamatério em 17 placentas com VED por técnica de
imunoistoquimica em material fixado e emblocado em parafina. Nos casos
estudados por este autor havia um predominio de macréfagos e linfécitos T nos
focos de vilosite, com auséncia de linfécitos B. A expressao de antigenos HLA-
DR foi observada em 75% dos casos nas areas de inflamacgao, em células com
morfologia de macréfagos, linfécitos e monécitos. Os vilos com necrose
completa do trofoblasto estavam circundados por fibrina, linfécitos T e
mondocitos. Em relacdo a este achado é digno de nota o fato da placenta ser um
orgao fetal contendo antigenos HLA paternos e maternos. Contudo, o trofoblasto
que reveste as vilosidades e esta em contato direto com a circulagdo materna nao
expressa antigenos HLA classicos dos tipos | e Il, 0 que supostamente impede o
seu reconhecimento por células imunes maternas. Segundo Altemani (1992), a
destruicdo da membrana basal trofoblastica permitiria a exposicao de células do
estroma fetal, que expressam antigenos de histocompatibilidade, a circulacéo
materna. Assim, linfécitos e histiocitos maternos imunocompetentes seriam

atraidos a estes sitios de rotura do trofoblasto e as areas de vilosite conteriam
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tanto células fetais como maternas. Na opinidao da autora, independente do
mecanismo causativo da VED ser infeccioso ou ndo, desde que ocorra necrose
do trofoblasto e lesdo da membrana basal trofoblastica, uma reagao imune pode
advir e amplificar o processo inflamatério inicial. O mesmo raciocinio aplica-se
aos casos de vilosite de etiologia infecciosa. Na vilosite chagasica, por exemplo,
uma reacdo imune materna contra antigenos fetais e parasitarios também
poderia ocorrer nas areas de necrose do trofoblasto e agravar a reacéao
inflamatoria vilositaria inicial.

Redline & Patterson (1993) utilizando técnicas de hibridizacao
cromossbémica para e imunoistoquimica demonstraram de forma convincente que
50 a 75% do infiltrado inflamatério na VED estava constituido por células de
origem materna, sendo em sua maioria linfécitos T. Contrapunha-se, portanto a
idéia, quase axiomatica até aquele momento, de que o infiltrado inflamatério, por
situar-se no vilo, era exclusivamente fetal. Os autores propdéem o seguinte
modelo patogénico: alteragbes na barreira trofoblastica devido a fatores como
necrose isquémica ou expressdao anémala de moléculas de adesao permitiriam a
infiltracdo de células T maternas no estroma vilositario. O encontro dos linfécitos
T maternos com antigenos fetais paternos transplantados induziria o fechamento
das artérias fetais e o recrutamento de linfocitos fetais para ataque as células
maternas. Dependendo da for¢a e consisténcia desta interacdo imune ocorrera a
lesdo reconhecida como VED.

Nakamura et al (1994) analisaram, por imunoistoquimica, o infiltrado

inflamatério em seis placentas com vilosite crénica difusa sem etiologia




Introducdo 19

determinada. Os autores, tal como Labarrere et al (1990), também usaram
cortes congelados de tecido sem fixador. O infiltrado inflamatério estava
caracterizado por linfécitos T do subtipo CD4+. Em dois desses casos houve
amplificacao génica do antigeno tardio do Citomegalovirus (CMV) pela reacéao
em cadeia da polimerase (PCR). Os autores acreditam que os linfécitos T CD4+
seriam capazes de ativar os macréfagos fetais e induzir uma reagao imune
contra o tecido vilositario, o que poderia resultar no retardo do crescimento intra-
uterino caracteristico da VED. Mais ainda, a infeccao pelo CMV poderia atuar
como um fator responsavel pelo inicio dessa reagao imune.

Kapur et al (2004) estudaram, por imunoistoquimica, o infiltrado
inflamatério em casos de vilosite sifilitica e VED. Em ambos os grupos a reacao
inflamatéria estava constituida predominantemente por linfécitos T, com
predominio do subtipo CD8 em relacdo ao subtipo CD4. Os linfécitos B eram
raros. Os autores também verificaram, através da técnica de hibridizacao "in situ"
fluorescente (FISH) para cromossomos sexuais, que a populacao de células
inflamatérias intravilositaria era predominantemente de origem materna nos dois
grupos estudados. Os autores, perante tais resultados, levantam a possibilidade
de que tanto a VED como a vilosite por sifilis possuem uma via imunopatogénica

semelhante.
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1.5 Infeccao placentaria por Paracoccidioides brasiliensis

Apesar da Paracoccidioidomicose ser uma doenga endémica em varias
regioes do Brasil e América Latina, a infeccao placentaria por P. brasilienses € um
evento raro, com poucos casos descritos na literatura (MARQUES et al, 1983;
BRAGA, KASTING, FRANKE, 1989; BLOTTA et al, 1993).

O P. brasiliensis é um fungo dimérfico, que tem o solo como habitat
natural e propaga-se ao homem por inalacdo. A infecgcdo, portanto, tem
localizagao inicial nos pulmdes com disseminacao sistémica secundaria por via
sanguinea ou linfatica. A enfermidade caracteriza-se por duas formas clinicas: a
forma aguda ou subaguda (tipo juvenil) e a forma crdnica (tipo adulto). A forma
aguda ou juvenil afeta ambos os sexos com a mesma freqiéncia e compromete
predominantemente o sistema reticuloendotelial (linfonodos, figado, baco e
medula éssea). A forma crbénica tem evolucado insidiosa e comprometimento
pulmonar, mucocutaneo, linfatico e pulmonar ou mucocutaneo e pulmonar
(FRANCO et al, 1989).

A forma crénica € muito mais freqliente em pacientes do sexo masculino,
com uma taxa de 10,7 homens para cada mulher afetada pela doengca (MARQUES
et al, 1983). Estudos “in vitro’ demonstraram que o P. brasiliensis apresenta
receptores para hormoénios esterdides e os estrégenos inibem a transformacéao da
forma de micélio em levedura, um passo essencial no mecanismo de infeccao

(BLOTTA et al, 1993; CARVALHO & MONTENEGRO, 1999).
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Nos poucos casos de Paracoccidiodomicose placentaria estudados, os
fungos foram identificados apenas no espaco interviloso, circundados por uma
reacao inflamatéria histiocitica com células gigantes multinucleadas, neutréfilos
e fibrina. Nao havia sinais de vilosite ou células fungicas no interior das
vilosidades (BRAGA et al, 1989; BLOTTA et al, 1993).

A reacao granulomatosa ao P. brasiliensis, de acordo com Blotta et al
(1993), esta constituida por macréfagos com acdo exclusivamente fagocitica
(positivos para o anticorpo MAC 387), sem evidéncias de histiécitos
apresentadores de antigenos que sao positivos para a proteina S-100. Outra
alteracao histolégica observada € o espessamento da membrana basal
trofoblastica, devido a deposicdao de colageno IV e laminina, nas areas de
necrose sincicial. Admite-se que o espessamento da membrana basal atua como
uma barreira e impede a penetracdo do fungo no estroma vilositario e
subsequente infeccao do feto.

Na infeccdo placentaria por P. brasiliensis, de forma semelhante ao
observado na coccidioidomicose, mesmo nos casos graves que evoluem com o
Obito da gestante, ndo ocorre a transmissao da doenca ao feto (McCAFFREE,
ALTSHULER, BENIRSCHKE, 1978; BRAGA et al, 1989; BLOTTA et al, 1993).
Entretanto, como sugerem Blotta et al (1993), a reacao inflamatéria deve afetar a
relagdo materno-fetal ou o metabolismo fetal, causando retardo no

desenvolvimento intra-uterino e prematuridade.
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Os estudos que investigam a natureza do infiltrado inflamatoério nas
vilosites sao raros, apesar da freqléncia e importancia clinica destas lesdes.
Estes trabalhos abordam principalmente a VED, a vilosite chagasica, a vilosite
sifilitica e a vilosite pelo Citomegalovirus (LABARRERE et al, 1990; ALTEMANI,
1992; NAKAMURA et al, 1994; ALTEMANI et al, 2000, KAPUR et al, 2004).

Embora em alguns casos seja possivel o diagndstico preciso ou ao
menos presuntivo de algum tipo especifico de vilosite ao exame histoldgico
(inclusbes virais caracteristicas na infeccao pelo CMV, infiltrado rico em
plasmaécitos na sifilis, etc.), na maioria das vezes as caracteristicas morfolégicas
sdo semelhantes nas diversas causas de inflamacéo vilositaria.

O aspecto histoléogico da VED, por exemplo, € inespecifico e o
diagnoéstico desta lesdo depende da exclusdo de agentes infecciosos no tecido
placentario e da auséncia de sinais clinicos e sorolégicos de infecgdo materno-fetal.

Desta forma, a presenca de padrdes imunofenotipicos do infiltrado
inflamatério vilositario especificos para cada tipo de vilosite poderia auxiliar no
diagnédstico dessas lesdes.

A placentite por Paracoccidioides brasiliensis, por sua vez, oferece um
modelo de estudo interessante, pois apesar do agente causar necrose do
trofoblasto e reacéo histiocitaria intervilosa, ndo ha passagem do fungo para o
estroma viloso ou para o feto (BLOTTA et al, 1993). Difere, portanto, dos
agentes infecciosos parasitarios que sao identificados no estroma viloso,

provocam vilosite com necrose do trofoblasto e causam infecg¢éao fetal.
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Os objetivos do presente trabalho sao:

— Realizar uma analise qualitativa e quantitativa do infiltrado
inflamatério, com subtipagem dos linfécitos presentes, em vilosites
de etiologia infecciosa e vilosites de etiologia desconhecida,
utilizando-se  anticorpos monoclonais e a técnica da
imunoistoquimica em secdes de parafina.

— Realizar uma analise qualitativa e quantitativa do infiltrado
inflamatério em casos de infeccdo placentaria por P. brasiliensis,
onde o agente etiolégico ndo atravessou a barreira trofobléstica,
utilizando-se da mesma técnica acima descrita.

— Verificar se 0 exame imunoistoquimico do infiltrado inflamatério
permite distinguir os diferentes tipos de vilosite, em especial

diferenciar a VED de vilosites infecciosas.

Este estudo comparativo tem ainda como objetivo, tentar aumentar o

conhecimento sobre a patogénese da vilosite placentaria.




3. MATERIAL E METODOS
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Foram estudadas 23 placentas, com o diagnéstico de vilosite ou
intervilosite e oito placentas controles sem alteragdes inflamatérias. O grupo de
placentas com inflamacao estava constituido por oito casos de vilosite por
T. cruzi, cinco casos de vilosite por T. gondii, oito casos de VED e dois casos de
intervilosite por P. brasiliensis. O grupo controle estava constituido por 8
placentas sem sinais de inflamagdo. Todos os casos foram selecionados de
forma retrospectiva a partir dos arquivos do Departamento de Anatomia
Patologica da UNICAMP. Os dados referentes as placentas com vilosite
chagasica foram utilizados em estudo anterior (ALTEMANI et al, 2000).

Os dados clinicos foram obtidos a partir de consulta aos prontuarios
das maes e recém-nascidos. Todas as placentas com VED e as placentas do
grupo controle sdo de nativivos sem evidéncias clinicas ou sorologicas de
infeccdo materna ou do recém-nascido. As provas sorolégicas maternas
incluiram todos os agentes infecciosos usualmente pesquisados na rotina do
acompanhamento médico pré-natal (grupo TORCH, sifilis, HIV e virus da
hepatite B).

As placentas foram fixadas em formalina a 10% e os fragmentos
incluidos em parafina e corados por hematoxilina-eosina (HE). Nas placentas
com VED e no grupo controle foram analisados 6 fragmentos coletados ao acaso
das regides paracentrais e todos incluiam a superficie fetal e materna. Vilosite
foi diagnosticada no exame histolégico, nas sec¢des coradas por hematoxilina-
eosina e caracterizada pela presenca de infiltrado leucocitario no estroma da

vilosidade corial.
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Em todos os casos com vilosite de etiologia infecciosa (7. cruzi, T.
gondii) os parasitas foram identificados nos cortes histolégicos corados por HE
e também por técnica de imunoistoquimica com anticorpos especificos. A
quantidade de parasitas foi graduada em pequena (+), moderada (++) e intensa
(+++).

Em todos os casos com vilosite, a intensidade da reacao inflamatéria,
foi graduada em leve, moderada e intensa conforme a quantidade de vilosidades
acometidas:

e Leve: um foco de inflamacgao vilosa por campo de menor aumento (4X);

nao mais do que trés campos estavam afetados em toda a preparacao
e poucas vilosidades estavam envolvidas em cada foco de inflamagéao.

e Moderada: mais de um foco de inflamacado vilosa por campo de

menor aumento (4X).

¢ Intensa: a maioria das vilosidades estavam afetadas por campo de

menor aumento (4X).

A presenca ou nao de reacao granulomatosa e rotura do trofoblasto foi
relatada em todos os casos. A rotura do trofoblasto foi diagnosticada quando
havia auséncia do trofoblasto que recobre a vilosidade corial em trecho de
qualquer extensao. A rotura trofoblastica foi graduada semiquantitativamente em:

e + (pequena) = presente em 1 vilosidade por campo de maior aumento

(40X).
e ++ (moderada) = 2-3 vilosidades por campo de maior aumento

(40X).
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e +++ (intensa) = mais de 3 vilosidades por campo de maior aumento

(40X).

Para o estudo imunoistoquimico foi escolhido um bloco representativo
de cada caso e realizado através da técnica estreptavidina-biotina-peroxidase,
segundo Hsu et al (1981), com modificagdes. De uma forma sucinta, o protocolo
utilizado nas reacdes consistiu nas seguintes etapas:

—  Desparafiniza¢do dos blocos com banhos sucessivos em xilol e alcool.

— Bloqueio da peroxidase endégena em solucdo de H202 a 30%

(10ml) e metanol (90ml).

— Digestao enzimatica com tripsina (solugao padrao).

— Incubacdo das secbGes com anticorpos primarios "overnight" a
37°C e com anticorpos secundarios biotinilados por 1 hora a 27°C,
seguido de lavagens com solucdo tampdo PBS e complexo
avidina-biotina-peroxidase por 40 minutos a 37°C.

— Incubacdo com diaminobenzidina (DAB) diluida em solugcdo com
DAB (40 mg), tampao PBS (100 ml) e H202 a 30% (40u]).

— AplOs sucessivas lavagens em agua corrente e destilada,
contracoloragcdo com Hematoxilina de Mayer por 30 a 60 segundos,
seguido de novas lavagens em agua amoniacal, agua corrente e

destilada, desidratagcdo e montagem das laminas.
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Foram utilizados os seguintes anticorpos: UCHL 1 (CD45RO0O), L26
(CD20), CD 45R0/OPD4, CD8, Células NK-like, M1 (CD15), MAC387, HAM 56 e
proteina S-100, todos monoclonais da Dakopatts S/A (Dinamarca), exceto a
proteina S-100 que é policlonal. A especificacdo de cada anticorpo, de acordo

com Isaacson & Norton (1989) e Chan (2000), esta descrita abaixo:

ANTICORPO DILUICAO PADRAO DE POSITIVIDADE
COLORACAO

UCHL 1 1:100 membrana celular linfocitos T

OPD4 1:50 membrana celular linfécitos T auxiliares (T
"helper")

anti-CD8 1:50 membrana celular linfocitos T
supressores/citotoxicos

L26 (CD20) | 1:100 membrana celular linfécitos B (exceto
plasmécitos)

NK 1:50 membrana celular células NK; subpopulagéo de
linfécitos T (NK-like).

M1 (CD15) 1:50 membrana celular ou golgi | granulécitos e
macréfagos/mondcitos

MAC 387 1:100 citoplasmatico macroéfagos e células
mieldides

HAM 56 1:50 citoplasmético granular mondcitos/macréfagos

Proteina 1:1000 nuclear (predominante); células de Langerhans;

S-100 citoplasmatico (variavel) células dendriticas
interdigitantes

De cada bloco selecionado realizaram-se

cortes seriados que foram

corados pelos diferentes anticorpos, ou seja, um anticorpo para cada corte de parafina.

Para analise das células positivas procedeu-se ao seguinte esquema:
as células coradas pelos anticorpos UCHL1, L26, CD45R0O/OPD4, CD8, NK, M1,
HAM56 e MAC387 foram contadas em trés campos diferentes com vilosite e no
maior aumento O numero de células coradas foi

(40x). expresso como

porcentagem de todas as células inflamatéria analisadas, sendo contadas, no




Material e Métodos 30

minimo 100 células em cada corte. Os marcadores CD45R0O/OPD4 e CD8 foram
considerados apenas em relagcdo as células com morfologia compativel com
linfécitos. As células positivas para a proteina S-100 foram analisadas de forma
semiquantitativa de acordo com a seguinte graduacao: 0 para nenhuma célula
reativa, + para raras células, ++ para moderada quantidade de células e +++
para freqlentes células positivas.

A andlise estatistica descritiva e grafica dos dados foi realizada
através dos seguintes programas computacionais: The SAS System for Windows
(Statistical Analysis System), versao 8.02, SAS Institute Inc, 1999-20001, Cary,
NC, USA; Microcal Origin, versao 5.0. Microcal Software Inc, 1991-1997,

Northampton, MA, USA.




4. RESULTADOS
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Os achados histolégicos das placentas com vilosite por T. cruzi e por
T. gondii estao descritos na tabela 1 e das placentas com VED na tabela 2.
Todos o0s casos de Vvilosite chagasica, associados a natimortalidade
apresentavam uma reacao inflamatéria intensa, com formacao de granulomas,
rotura do trofoblasto acentuada e grande quantidade de parasitas no tecido. Na
VED, nenhum caso apresentou reacdo granulomatosa e a rotura do trofoblasto,
quando presente, foi pequena (+) a moderada (++). O aspecto histolégico de
cada tipo de vilosite esta ilustrado nas figuras 1,2 e 3.

Nos casos de placentite por P. brasiliensis a reacao inflamatoria
estava restrita ao espaco interviloso e constituida, em um dos casos, por
macréfagos, células gigantes multinucleadas e fibrina que circundavam os
depdsitos de células fungicas. No outro caso estudado o infiltrado inflamatério
estava constituido predominantemente por granul6citos neutréfilos. As
leveduras, que coravam-se pela técnica da metenamina-prata (Grocott), também
foram identificadas no interior de macréfagos. O aspecto morfoldégico dos fungos
em um dos casos estudado pode ser observado na figura 4. Os vilos contiguos
aos focos de inflamacao intervilosa exibiam rotura do trofoblasto e
espessamento da membrana basal trofoblastica, porém sem evidéncias de
vilosite ou agentes infecciosos no estroma vilositario. Clinicamente, um dos
casos evoluiu com prolapso do corddo umbilical e 6bito fetal e o outro com parto
prematuro, sem sofrimento do concepto. Tanto o natimorto como o nativivo, ndo

apresentaram evidéncias clinico-patolégicas de infeccao fungica.
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A distribuicdo dos casos de vilosite chagasica, vilosite toxoplasmética
e VED, de acordo com a percentagem de células positivas para os marcadores
estudados, esta demonstrada nas tabelas 3 e 4. As médias das percentagens
para os marcadores UCHL1, CD4, CD8, L26, HAM 56, MAC 387 e M1 nos casos
de VED, vilosite chagasica e vilosite toxoplasmaética estdo demonstradas na
tabela 5. A andlise estatistica descritiva dos indices de positividade para cada
marcador nos casos de VED e vilosite infecciosa esta demonstrada nas tabelas
6 a 14. Nesta analise os casos de vilosite chagasica e toxoplasmotica foram
separados em grupos com reag¢ao granulomatosa e sem reacao granulomatosa.
As percentagens médias desta analise estdo destacadas na tabela 15. As
percentagens para 0os mesmos marcadores nos casos de intervilosite por P.

brasiliensis podem ser vistas na tabela 16.

Linféocitos T

Em relagcdo ao marcador UCHL1 (Figura 5), na VED a percentagem de
células positivas variou de 22,6 a 59,3% com média de 38,48%. Na vilosite
chagasica variou de 17,3 a 71,8% com média de 32% e na vilosite
toxoplasmética variou de 23,1 a 67% com média de 43,1%. Nos casos de vilosite
infecciosa, além de constituir o infiltrado inflamatério viloso, os linfécitos T foram
observados aderidos aos locais de necrose do trofoblasto e no espaco
interviloso adjacente ao vilo inflamado. Na VED a maioria dos linfocitos T estava
localizada no estroma vilositario, com escassas células no espaco interviloso
proximo as areas de ruptura trofoblastica. No grupo controle sem vilosite, os
linfécitos T estavam restritos ao espaco interviloso.

Em relacdo aos sub-tipos de linfécitos T houve um predominio dos
linfécitos T CD8+ (Figura 7) em relacao aos CD4+ (Figura 6) em todos os casos
de vilosite analisados. A positividade para o CD4 variou de 10,6 a 69,1%, com
média de 30,15% na VED. Na vilosite chagdasica variou de 7,6 a 37,3%, com
média de 17,29% e na vilosite toxoplasmética variou de 5,2 a 36,4% com média
de 19,72%. A expressao do CD8 variou de 38,7 a 85,5%, com média de 71,25%
na VED; 23,8 a 90,3% com média de 63,70% na vilosite chagasica e 45,9 a
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68,1% com média de 55,82% na vilosite toxoplasmaética. Na maior parte dos
casos de vilosite estudados a proporcao de linfécitos T CD4+ foi menor do que
40% das células inflamatérias e os linfécitos T CD8+ representaram mais de
60% das células inflamatérias (Figuras 13 e 16). A relacdo CD4/CD8 variou de
0,13 a 0,67, com média de 0,36 na VED; 0,04 a 0,38, com média de 0,24 na
vilosite chagasica e 0,05 a 0,56, com média de 0,26 na vilosite toxoplasmética.
Em nenhum caso a proporgao de linfécitos T CD4+ foi maior que a de linfécitos
T CD8+. A distribuigdo das células T CD4+ e CD8+ foi semelhante ao observado
para o marcador UCHL 1, com predominio no estroma viloso ou aderidas aos
sitios de ruptura do trofoblasto. Nos casos de intervilosite placentaria por P.
brasiliensis foram detectados raros linfécitos T CD8+ apenas nos focos
inflamatérios que circundavam as células fungicas. Ndo foram identificados
linfocitos T CD4+ e os linfécitos T CD8+ constituiam menos de 1% das células
inflamatérias. Nas placentas controle houve deteccao de raros linfécitos T CD4+
e CD8+ no espaco interviloso.

Macréfagos e mondcitos

A porcentagem de células positivas para o marcador histiocitico HAM
56 (Figura 8), variou de 19,2 a 74%, com média de 48% na VED; 35,5 a 82,15%,
com média de 62,63% na vilosite chagasica e 50,55 a 80,7%, com média de
64% na vilosite toxoplasmética. As células positivas para esse anticorpo foram
observadas no estroma das vilosidades e nas areas de rotura do trofoblasto. As
células constituintes dos granulomas observados nas vilosites por T cruzie T
gondii também foram positivas para o HAM 56. Embora detectados em grande
quantidade em todos os tipos de vilosite, na maioria dos casos com reacao
granulomatosa, o HAM 56 representou mais de 70% das células inflamatérias
(Figura 14). Na maioria dos casos sem granulomas, o HAM 56 representou
menos de 70% das células inflamatérias. Ainda assim, observamos uma
proporcao entre 40 e 65% das células inflamatérias constituidas por macréfagos
HAM 56+ na maior parte dos casos de vilosite ndo-granulomatosa (Figura 17).
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Apenas um caso de placentite por P. brasiliensis demonstrou positividade para o
HAM 56 em cerca de 10% das células inflamatorias.

A positividade para o MAC 387 (Figuras 9 e 10) variou de 0 a 13,9%
nos casos de VED (média de 3,47%), 0 a 30,3% na vilosite chagasica (média de
15,9%) e 0 a 41,6% na vilosite toxoplasmética (média de 18,28%). Os mondécitos
positivos para o MAC 387 representavam no maximo 42% das células
inflamatérias em todos os tipos de vilosite e foram mais prevalentes nos casos
que apresentavam rotura do trofoblasto. Estas células estavam aderidas as areas
com perda do trofoblasto ou abaixo deste. As células mononucleares que
constituiam granulomas frouxos no espaco interviloso também foram positivas
para o MAC 387. Em relacdo a placentite por P. brasiliensis, 90% das células
inflamatérias que circundavam as leveduras no espaco interviloso foram positivas
para o MAC 387 em um dos casos. No outro caso, apenas 10% das células
inflamatérias expressavam o MAC 387 (Tabela 16).

No grupo controle o marcador HAM 56 corou os macréfagos do
estroma vilositario (células de Hofbauer), enquanto o marcador MAC 387
apenas foi positivo nos mondcitos das circulagbes fetal e materna. As células de
Hofbauer, que sdo macrofagos fetais, ndo expressaram positividade para o MAC
387.

Linfocitos B

O marcador de linfécitos B (L26/CD20), foi negativo no infiltrado
inflamatério em todos os casos de VED, em 5 casos de vilosite chagasica e em 4
casos de vilosite toxoplasmética. Nos poucos casos em que houve positividade
para este anticorpo, a percentagem maxima de células positivas foi de 1,7% na
vilosite chagasica e 1,0% na vilosite toxoplasmatica. As placentas controles nao

apresentaram células positivas para o L26.

Células NK
A positividade para o anticorpo que detecta células NK (Figura 11)

variou de menos de 1 a 25,1% das células inflamatérias na VED; menos de 1 a
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13,5% na vilosite chagasica e menos de 1 a 23,7% na vilosite toxoplasmética. As
células NK predominavam no estroma da vilosidade e raramente também foram
identificadas nas areas de rotura do trofoblasto. Nas placentas controles,
observamos escassas células NK no espaco interviloso.

Granuldcitos

O marcador M1 (CD15) foi positivo em apenas um caso de VED e
representou 1,7% das células inflamatérias. Na vilosite chagdasica a presencga de
células positivas para este marcador variou de 0 a 33,6% (média de 10,6%) e na
vilosite toxoplasmotica variou de 1 a 35,4% (média de 11,7%). Os granuldcitos
foram observados nas areas de rotura trofoblastica, nos focos de necrose
vilositaria ou constituindo diminutos agregados abaixo do trofoblasto. Na
infeccdo por P. brasiliensis os granuldcitos CD15+ constituiam respectivamente
90% (Figura 12) e 5% das células inflamatérias do espaco interviloso nos dois
casos estudados. Nos casos controles granuldcitos CD15+ estavam presentes
nas circulacdées materna e fetal.
Células S-100 positivas

Na VED, raras células positivas para a proteina S-100 estavam
presentes em cinco casos. Em todos os casos de vilosite infecciosa foram
detectadas desde raras a freqlentes células positivas para a proteina S-100 em
algumas vilosidades inflamadas. As maiores frequéncias destas células foram
observadas nos casos de vilosite chagasica com formacdo de granulomas. Nas
placentas controles, células positivas para a proteina S-100 eram vistas no estroma

de algumas poucas vilosidades e também co-expressavam o marcador HAM56.
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Figura 2 — Vilosite por T. cruzi com pseudocistos parasitarios no estroma vilositario (HE).




Resultados 38

Figura 4 — Intervilosite por P. brasiliensis (Grocott).
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Figura 6 — Anticorpo OPD4 (vilosite de etiologia desconhecida). Presenca de escassos
linfécitos positivos para este marcador no estroma vilositario.
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Figura 7 — Anticorpo CD8 (vilosite de etiolo
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Figura 8 — Anticorpo HAM 56 (vilosite por T.cruzi). O infiltrado inflamatério vilositéario exibe

frequentes macréfagos positivos para o HA
na vilosidade adjacente sem inflamacao.

M56. Notar a positividade em células de Hofbauer
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Figura 9 — Anticorpo MAC 387 (vilosite de etiologia desconhecida). As células positivas
estdo aderidas as areas de rotura do trofoblasto.

Figura 10 — Anticorpo MAC 387 (vilosite por T. gondii). A positividade é observada em
células aderidas aos focos de rotura do trofoblasto e no espaco interviloso adjacente. Nao ha
expressao nos macréfagos do estroma vilositario (células de Hofbauer).
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Figura 11 — Anticorpo para células NK (vilosite por T.cruzi),

Figura 12 — Anticorpo CD15 (intervilosite por P. brasiliensis). Os granul6citos CD15+ estao
localizados no espaco interviloso envolvendo células fungicas.
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Tabela 1 — Achados histolégicos nas placentas com vilosite por T.cruzi e T.gondii

Doenga N Ay Mopedade | Reacio | Rourado  Quantidade
1 NV Moderada Ausente ++ ++
2 NV Leve Ausente 0 +
3 NV Leve Ausente 0 +
Chagas 4 NV Leve Ausente + +
5 NM Intensa Presente +++ +++
6 NM Intensa Presente +++ +++
7 NM Intensa Presente +++ ++
8 NM Intensa Presente +++ +++
9 NV Leve Ausente 0 +
10 NV Moderada Ausente + +
Toxoplasmose 11 NV Moderada Ausente ++ +
12 NM Intensa Presente +++ +
13 NM Moderada Presente +++ +

N° = Numero NV = Nativivo NM = Natimorto
0 = Ausente + = Pequena ++ = Moderada  +++ = Intensa

Tabela 2 — Achados histolégicos nas placentas com VED

N° RN INTENSIDADE DA REACAO ROTURA DO
VILOSITE GRANULOMATOSA TROFOBLASTO

1 NV Moderada Ausente +

2 NV Intensa Ausente +

3 NV Moderada Ausente 0

4 NV Intensa Ausente +

5 NV Leve Ausente +

6 NV Moderada Ausente +

7 NV Moderada Ausente

8 NV Leve Ausente

N° = Nimero NV = Nativivo NM = Natimorto
0 = Ausente + = Pequena ++ = Moderada +++ = Intensa
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Tabela 3 — Distribuicdo dos casos de vilosite por T. cruzi e por T. gondii conforme a

porcentagem de células positivas para os anticorpos UCHL1, CD45RO/OPD4,
CD8, NK, L26, HAM 56, MAC387, M1 e proteina S-100

Doenca

OPD4/

Classif. N° UCHL1 OPD4 CD38 cDs NK L26 HAMS56 MAC387 M1 S100
NG 1 71,8% 37,3% 72,9% 0,33 10% 0 62,8% 31,8% 0 +
NG 2  243% 7,6% 23,8% 0,38 1% 1,3%  63,3% 0 0 +
NG 3 234% 33,3% 623% 0,36 1% 0 35,5% 0 0 +
Chagas NG 4 351% 8,4% 90,3% 0,04 1% 0 47,1% 0 0 +
G 5 455% 19,4% 82,8% 0,20 2,6% 1,7%  81,6% 23,2%  33,6%  +++
G 6 17,3% 10,7% 24% 0,36 1% 0 82,1% 25% 6% ++
G 7 - 8,4% 71,9% 0,18 13,5% 0 77,9% 30,3% 25% ++
G 8 386% 13,2% 81,6% 0,13 1% 1% 50,7% 16,9%  20,8%  +++
NG 9 49,5% 36,4% 54,2% 0,45 1% 1% 57,5% 0 1% +
NG 10 67% 52% 459% 0,11 23,7% 0 50,5% 0 35,4% +
Toxoplasmose NG 11 23,1% 33,6% 48,9% 0,56 8,1% 0 66% 34,2% 1% +
G 12 33,3% 6,1% 62% 0,05 - 0 65,6% 15,6% 20,5%  +++
G 13 42,6% 17,3% 68,1% 0,14 1% 0 80,7% 41,6% 1% +

NG = ndo-granulomatoso.

G = granulomatoso.

- = ndo-avaliavel

Tabela 4 — Distribuicdo dos casos de vilosite de etiologia desconhecida conforme a

porcentagem de células positivas para os anticorpos UCHL1, CD45RO/OPD4, CD8,
NK, L26, HAM 56, MAC387, M1 e proteina S-100

Doenca Classif. N© UCHL1 OPD4 CD8 OPD4/CD8 NK L26 HAMS56 MAC387 M1 S100
NG 1 593% 29,6% 76,7% 0,42 1% 0 41% 1,6% 1,7% 0
NG 2 30,6% 69,1% 85,5% 0,59 251% 0 69% 2,3% 0 +
NG 3 321% 181% 81,5% 0,15 1% 0 19,2% 0 0 +
Vilosite NG 4 56,1% 391% 73,3% 0,39 16,5% 0 44% 13,9% 0 +
Etiologia NG 5 256% 158% 38,7% 0,36 1% 0 74% 8,4% 0 +
Desconhecida NG 6 51,8% 22,0% 77,4% 0,13 1% 0 64,8% 1,6% 0 +
NG 7 298% 36,9% 63,8% 0,67 214% 0 46,1% 0% 0 0
NG 8 226% 10,6% 73,1% 0,20 1% 0 26,5% 0% 0 0
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Tabela 5 — Distribuicado das percentagens médias de células positivas para os
anticorpos UCHL 1, CD4, CD8 e HAM 56 nos casos de vilosite por chagas,

toxoplasmose e VED

Doenca UCHL1 CD4 CD8 CD4/CD8 L26 HAMS56 MAC387 M1

VED 38 % 30% 71% 0,36 0 48% 3,47% 0,2%
Chagas 32 % 17 % 64 % 0,24 0,5% 63% 15,9%  10,6%
Toxo 43 % 20 % 56 % 0,26 0,2% 64% 18,28% 11,7%

Tabela 6 — Estatistica descritiva para o anticorpo UCHL 1

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas - G 3 39% 17% 46% 34% 15%
Chagas - NG 4 30% 23% 72% 39% 23%
Toxo -G 2 38% 33% 43% 38% 7%
Toxo - NG 3 50% 23% 67% 47% 22%
VED - NG 8 31% 23% 59% 38% 15%

Tabela 7 — Estatistica descritiva para o anticorpo CD8

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas - G 4 77% 24% 83% 65% 28%
Chagas - NG 4 68% 24% 90% 62% 28%
Toxo - G 2 65% 62% 68% 65% 4%
Toxo - NG 3 49% 46% 54% 50% 4%
VED - NG 8 75% 39% 86% 71% 15%
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Tabela 8 — Estatistica descritiva para o anticorpo CD4

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas - G 4 12% 8% 19% 13% 5%
Chagas - NG 4 21% 8% 37% 22% 16%
Toxo - G 2 12% 6% 17% 12% 8%
Toxo - NG 3 34% 5% 36% 25% 17%
VED - NG 8 26% 11% 69% 30% 19%

Tabela 9 — Estatistica descritiva para CD4/CD8

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas - G 4 0,19 0,13 0,36 0,22 0,10
Chagas - NG 4 0,35 0,04 0,38 0,28 0,16
Toxo -G 2 0,10 0,05 0,14 0,10 0,06
Toxo - NG 3 0,45 0,11 0,56 0,37 0,23
VED - NG 8 0,38 0,13 0,67 0,36 0,20

Tabela 10 — Estatistica descritiva para o anticorpo NK

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas -G 4 2% 1% 14% 5% 6%
Chagas - NG 4 1% 1% 10% 3% 5%
Toxo - G 1 1% 1% 15% 1%

Toxo - NG 3 8% 1% 24% 11% 12%
VED - NG 8 1% 1% 25% 9% 1%
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Tabela 11 — Estatistica descritiva para o anticorpo L26

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas - G 4 1% 0.00 2% 1% 1%
Chagas - NG 4 0.00 0.00 1% 0.00 1%
Toxo - G 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Toxo - NG 3 0.00 0.00 0.01 0.00 1%
VED - NG 8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Tabela 12 — Estatistica descritiva para o anticorpo HAM 56

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas - G 4 8% 51% 82% 73% 15%
Chagas - NG 4 55% 36% 63% 52% 13%
Toxo -G 2 73% 66% 81% 73% 1%
Toxo - NG 3 58% 51% 66% 58% 8%
VED - NG 8 45% 19% 74% 48% 20%

Tabela 13 — Estatistica descritiva para o anticorpo MAC 387

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas -G 4 24% 17% 30% 24% 6%
Chagas - NG 4 0.00 0.00 32% 8% 16%
Toxo - G 2 29% 16% 42% 29% 18%
Toxo - NG 3 0.00 0.00 34% 11% 20%
VED - NG 8 2% 0.00 14% 3,5% 55%
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Tabela 14 — Estatistica descritiva para o anticorpo M1

Doenca N Mediana Minimo Maximo Média D.P.
Chagas - G 4 23% 6% 34% 21% 12%
Chagas - NG 4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Toxo - G 2 11% 1% 21% 11% 14%
Toxo - NG 3 1% 1% 35% 12% 20%
VED - NG 8 0.00 0.00 2% 0.00 1%

Tabela 15 - Distribuicdo das percentagens médias de células positivas para os
anticorpos UCHL 1, CD4, CD8, NK, L26, HAM 56, MAC 387 e M1 nos casos de

vilosite por chagas, toxoplasmose e VED

Doenca UCHL1 CD4 CD8 CD4/CD8 NK L26 HAM56 MAC387 M1
Chagas - G 34% 13%  65% 0, 22 5% 1% 73% 24% 21%
Chagas - NG 39% 22%  62% 0,28 3% 0 52% 8% 0
Toxo-G 38% 12%  65% 0,10 1% 0 73% 29% 11%
Toxo — NG 47% 25%  50% 0,37 11% 0 58% 11% 12%
VED - NG 38% 30% 71% 0,36 9% 0 48% 3,5% 0

Tabela 16 — Distribuicdo das percentagens de células positivas para os anticorpos
UCHL 1, CD4, CD8 , NK, L26, HAM 56, MAC 387 e M1 nos casos de intervilosite por

P. brasiliensis

Casos UCHL1 CD4 CD8 CD4/CD8 NK L26 HAM56 MAC387 M1 S100
- 0 <1 - - - 1 0°/o 1 Oo/o 90°/o -
2 - 0 <1 - - - - 90% 5% -

- = nao-avaliavel
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Figura 13 - Gréafico descritivo para os anticorpos UCHL1, OPD4, CD8 e OPD4/CD8 nos

casos de vilosite granulomatosa
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Figura 14 — Grafico descritivo para os anticorpos HAM 56 e MAC 387 nos casos de

vilosite granulomatosa.
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Figura 15 - Grafico descritivo para os anticorpos NK e M1 nos casos de vilosite

granulomatosa.
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Figura 16 - Grafico descritivo para os anticorpos UCHL1, OPD4, CD8 e OPD4/CD8 nos

casos de vilosite nao-granulomatosa
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Figura 17 — Grafico descritivo para os anticorpos HAM 56 e MAC 387 nos casos de

vilosite ndo-granulomatosa
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5.1 Aspectos gerais

A inflamacao da vilosidade placentéaria, ou vilosite, que pode ser de
causa infecciosa ou de etiologia desconhecida, € uma lesdo comum, porém de
patogénese ainda pouco conhecida. Na maioria dos casos a reacao inflamatéria
€ focal e constituida por células com morfologia de linfécitos e histiécitos
(ALTSHULER & RUSSEL, 1975; KNOX & FOX, 1984; RUSSEL, 1990, 1997;
GERSELL & KRAUS, 2000). Entretanto, nao obstante os avancos nas técnicas
de imunofenotipagem em tecidos, séo raros os trabalhos dedicados ao estudo da
composicao do infiltrado inflamatério nas vilosites.

Na vilosite de etiologia desconhecida (VED), Labarrere et al (1990),
ALTEMANI (1992), NAKAMURA et al (1994) e KAPUR et al (2004),
demonstraram que histiocitos e linfocitos T sdo as principais células constituintes
do infiltrado inflamatério e que uma populacdo significativa destas células
expressam antigenos de histocompatibilidade HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ. Os
linfocitos B estdo ausentes.

Ha raros estudos que investigam os subtipos de linfécitos envolvidos
na reacgao inflamatéria da VED. Labarrere et al (1990) e Nakamura et al (1994),
fazem uma analise qualitativa das células inflamatérias em cortes congelados e
relatam que os linfécitos T sdo do subtipo CD4+ (linfécitos T auxiliares). Por
outro lado, Kapur et al (2004) detectaram um predominio de linfécitos do subtipo

CD8+ (linfécitos T supressores/citotéxicos) nos casos de VED analisados.
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Na vilosite chagasica apenas ALTEMANI et al (2000) analisaram o
infiltrado inflamatério por meio da técnica de imunoistoquimica em tecido fixado em
formalina. Nos casos estudados o infilirado estava constituido por histiécitos,
linfécitos T e escassas células NK. Ao contrario do que foi observado por Labarrere
et al (1990) e Nakamura et al (1994) na VED, na vilosite chagéasica os linfécitos T
CD8+ foram mais numerosos do que os linfécitos T CD4+ (ALTEMANI et al, 2000).

No presente trabalho, verificamos que em todos os casos e nos
diferentes tipos de vilosite estudados (vilosite chagasica, vilosite toxoplasmotica e
VED), o infiltrado inflamatério estava predominantemente constituido por
histiécitos HAM 56 + e linfécitos T. Em relagdo aos subtipos de linfécitos T, em
todos os casos houve um predominio de linfécitos CD8+ em relacao aos linfécitos
CD4+. O predominio de histiocitos e linfécitos T CD8+ foi observado ndo apenas
nos diferentes tipos de vilosite mas também quando analisamos em conjunto os
casos de vilosite infecciosa e quando dividimos estes casos em grupos de acordo
com a presenga ou ndo de reacao granulomatosa.

Os linfécitos B nao foram identificados ou estavam presentes em
quantidade insignificante (<2%) no infiltrado inflamatério em todos os casos de
vilosite analisados. A auséncia ou inexpressiva participacdo dos linfocitos B nos
diferentes casos de vilosite por nds estudados esta de acordo com os resultados de
Labarrere et al (1990), Altemani (1992), Nakamura et al (1994) e Kapur et al (2004),
qgue analisaram placentas com VED. Na vilosite chagasica a deteccao de linfocitos

B no infiltrado também é insignificante (ALTEMANI et al, 2000).
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Na maioria dos casos, o infiltrado exibia ainda uma pequena
quantidade de células NK, histiécitos MAC 387+, granulécitos e células positivas
para a proteina S-100.

A participacdo de células NK no infiltrado inflamatério vilositéario,
apesar de presente em todos os tipos de vilosite estudados, foi pouco
expressiva na maioria dos casos. Estas células, que sao abundantes na
decidua, tém sido relacionadas como possiveis causadoras de lesdo fetal e
aborto (WEGMAN et al, 1993; JURISICOVA et al, 1996).

Todos 0s nossos casos de vilosite apresentaram uma propor¢cao de
células NK menor do que 30% do total de células inflamatérias no infiltrado. A
natimortalidade, por sua vez, que foi observada em parte dos casos infecciosos,
estava relacionada com maior grau de parasitemia, intensidade maior da
inflamacdo com necrose do trofoblasto, formacdo de granulomas e, por
conseguinte, maior quantidade de histiécitos HAM 56 no infiltrado.

As células positivas para a proteina S-100 foram escassas na maioria
dos casos de VED e mais freqientes nos casos de vilosite infecciosa com
formacdo de granulomas. Embora esse marcador seja positivo nas células
dendriticas interdigitantes (CHAN, 2000), as células identificadas nas vilosidades
inflamadas n&o apresentavam morfologia de células dendriticas. Além disto,
algumas células positivas para a proteina S-100 continham ninhos de parasitas
(T. cruzi) e co-expressavam o marcador HAM-56. O mais provavel é que sejam
células de linhagem macrofagica/histiocitica, com possivel dupla acao fagocitica e

apresentadora de antigenos, contribuindo, portanto na génese dos granulomas.
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5.2 Vilosite infecciosa (T. cruzi e T.gondii)

No grupo infeccioso granulomatoso detectamos uma percentagem
média maior de histiécitos HAM 56+ no infiltrado inflamatério (73,1%) em relacao
ao grupo de VED (48%), que ndo apresentava reagdo granulomatosa. E
esperada esta maior quantidade de histiocitos nos casos de Vvilosite
granulomatosa, uma vez que sao as principais células constituintes dos
granulomas (BRITO & FRANCO, 1994).

A analise comparativa entre os grupos mostrou ainda uma maior
participacdo de monécitos MAC 387+ e granulécitos nas areas de rotura
trofoblastica dos casos de vilosite parasitaria. Monécitos MAC 387+ agregavam-
se nos locais de rotura do trofoblasto, em quantidades que variavam de 20 a
90% das células inflamatérias presentes nestas areas. Como o anticorpo MAC
387 nao detecta os macrofagos fetais (células de Hofbauer) e devido a
localizagcdo exclusiva destas células MAC 387+ apenas nos sitios de necrose
trofoblastica, o mais provavel é que sejam mondcitos advindos da circulagao
materna e atraidos para os sitios de inflamacado vilositaria. E possivel que as
areas de necrose e fatores liberados pelos agentes parasitarios tenham acéao
quimiotatica para estas células. Embora nao esteja descartada uma acao imune
destas células, os monocitos MAC 387+ provavelmente desempenham uma
acao fagocitica no intuito de remover os restos celulares necréticos do foco

inflamatério (LABARRERE et al, 1990).
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Em relagdo a populacao linfocitaria, o predominio de linfécitos T do
subtipo CD8+ reproduz, na vilosite infecciosa parasitaria, o mesmo padrao
observado na miocardite chagasica cronica por HIGUCHI et al (1993, 1997).

Na infeccdo chagasica e toxoplasmética, os linfécitos T CD8+ séao
descritos como as principais células efetoras responsaveis pelo controle da
proliferacdo dos parasitas e causadoras de lesdo tecidual (BRENER &
GAZZINELLI, 1997; KHAN et al, 1999; MARTIN & TARLETON, 2001;
RODRIGUES et al, 2003). De acordo com Martin & Tarleton (2001), os linfocitos
T CD8+ desempenham um papel crucial no controle da infeccao por T.cruzi,
precipuamente por meio da producao de interferon gama.

Apesar de detectados em menor quantidade nas vilosidades
inflamadas, supde-se que os linfécitos T CD4+ também desempenham um papel
importante na fase inicial da infeccdo chagasica e toxoplasmética uma vez que
sdo as células responsaveis pela diferenciacdo e ativacdo dos linfocitos T
citotoxicos/supressores (MARTIN & TARLETON, 2001). De fato, a deplecao de
linfécitos T CD4+ na fase aguda da doenca de Chagas experimental bloqueia a

atividade citolitica dos linfécitos T CD8+ (BRENER & GAZZINELLI, 1997).

5.3 Intervilosite por P. brasiliensis

Na Paracoccidioidomicose placentaria, como ja previamente
comentado, o agente infeccioso ndo consegue transpor a barreira placentaria de
forma que a reacao inflamatéria esta restrita ao espaco interviloso (BRAGA et al,

1989; BLOTTA et al, 1993).
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Assim, tal como descrito por Blotta et al (1993), também nos dois casos
estudados neste trabalho, macréfagos MAC 387 constituiam 90% do infiltrado
interviloso. Nenhum caso apresentou positividade para a proteina S-100. Este achado
reforca a idéia de que os granulomas observados na infeccao pelo P.brasiliensis
contém mais histiécitos com funcdo fagocitica do que células apresentadoras de
antigenos que sao positivas para a proteina S-100 (FRANCO et al, 1989).

Em um dos casos, a reacao inflamatéria era intensamente neutrofilica,
com 90% das células positivas para o marcador de granul6citos M1. Algumas
destas células com morfologia de neutréfilos também eram positivas para o MAC
387. A presenca de exsudato neutrofilico proeminente, em apenas um dos casos,
pode representar infeccao por cepas distintas de P. brasiliensis em cada placenta.
Em estudos experimentais, a inoculagcao de cepas diferentes resultou em padrdes
morfolégicos distintos de inflamagdo pelo P. brasiliensis, com frequentes
histiécitos envolvendo a cepa Pb 192 e o predominio de neutréfilos e células
fungicas na infecgdo pela Pb 18 (ZACHARIAS et al, 1986). O predominio de
exsudato neutrofilico pode ainda representar uma fase aguda inicial na infecgcao
pelo P. brasiliensis ou denotar a auséncia de uma reagao imune ao fungo, o que
caracteriza o polo anérgico da doenca (FRANCO et al, 1989).

Ao contrario do que € descrito por Brito & Franco (1994), néo
identificamos linfocitos T CD4+ na periferia dos granulomas. Nos casos
estudados, os raros linfécitos T detectados eram do subtipo CD8+, foram
observados apenas nos focos inflamatorios e constituiam menos de 1% das

células inflamatorias.
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A escassez de macrofagos positivos para o marcador HAM 56 nestes
casos de placentite paracoccidioidomicética contrasta com o padrao
imunofenotipico observado na intervilosite causada pela malaria onde os
histiocitos sdo descritos como positivos para o CD68 (ORDI et al, 1998).
Também na intervilosite histiocitica crénica, uma entidade de etiologia ainda nao
esclarecida, os histiécitos sdo predominantemente do tipo CD68+, com apenas
30 a 40% das células presentes no espaco interviloso positivas para o marcador

MAC 387 (DOSS et al, 1995; BOYD & REDLINE, 2001).

5.4 Origem do infiltrado inflamatério na vilosite

Em relacdo a origem das células inflamatérias, ndo podemos, com a
metodologia utilizada neste trabalho, determinar se as mesmas sao fetais ou
maternas nos casos de vilosite estudados. Na placentite por P. brasiliensis, onde
o agente infeccioso nado atravessou a barreira trofoblastica, certamente o
infiltrado inflamatério presente no espaco interviloso deve ter origem materna.
Contudo, mesmo nos casos de vilosite infecciosa, onde o agente atravessou a
barreira trofoblastica, existe ainda a possibilidade da vilosidade conter uma
populagcdo mista de células inflamatorias fetais e maternas sempre que houver
lesdo da membrana basal trofoblastica com exposicdo de antigenos fetais a

circulagdo materna (ALTEMANI, 1992).
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De fato, nos casos de vilosite infecciosa estudados, a analise morfoldgica
dos focos de rotura do trofoblasto sugere que as células presentes nestes locais,
incluindo os monécitos MAC 387, sao oriundas do espaco interviloso.

A adesao de células maternas ao trofoblasto estd documentada em
trabalhos experimentais. XIAO et al (1997) e Garcia-Lloret, Winkler-Lowen,
Guilbert (2000), mostraram que, em cultura de tecidos, monécitos do sangue
periférico materno aderem ao sinciciotrofoblasto viloso via ICAM1/LFA-1 e
podem induzir lesao focal pela liberacao da citocina TNF-alfa.

De acordo com estes modelos, sempre que houver lesdo da barreira
trofoblastica, existe a possibilidade de adesao de leucocitos maternos a estes sitios e
subsequente infiltracdo do estroma vilositario por estas células inflamatérias.

Os nossos achados, entretanto, nao corroboram totalmente essa idéia
de que a lesdao na membrana trofoblastica é um mecanismo crucial no
desenvolvimento de inflamacado vilositaria. Nos dois casos de vilosite por
P. brasiliensis, por exemplo, embora houvesse perda do trofoblasto em varias
vilosidades contiguas a inflamacao intervilosa, em nenhum momento
identificamos células inflamatérias aderidas a estes sitios ou no estroma
vilositario. Aparentemente a auséncia do agente infeccioso no interior da
vilosidade restringiu a inflamacéo ao espaco interviloso.

Em relacao aos trabalhos de Xiao et al (1997) e Garcia-Lloret et al (2000),
os mesmos referem que a adesdo dos mondcitos maternos ao trofoblasto
apenas ocorria na presenca de niveis elevados de interferon-gama e TNF-alfa.

Estas citocinas sdo potentes moléculas pré-inflamatérias e estdo presentes na
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resposta imune a agentes infecciosos parasitarios e fungicos (MOSMANN &
SAD, 1996). Especulamos, portanto, que a localizacao das células inflamatérias
em determinado sitio placentario (vilosidade ou espaco interviloso) depende
mais da concentracao de citocinas inflamatérias nestes locais do que da lesao
trofoblastica, que deve ser, na maioria das vezes, um fenbmeno secundario ao

processo inflamatério inicial.

5.5 Vilosite de etiologia desconhecida (VED)

A maior proporgao de linfocitos T CD8+ nos casos de VED estudados no
presente trabalho é semelhante ao observado por KAPUR et al (2004) em casos de
VED e vilosite sifilitica e por Altemani et al (2000) na vilosite chagasica.

Os nossos achados, porém, nao reproduzem totalmente os resultados
alcancados por Labarrere et al (1990) nos casos de VED e Nakamura et al (1994)
nos casos de VED e vilosite por CMV estudados, que detectaram apenas linfécitos
T CD4+. Esta discrepancia pode decorrer de diferencas técnicas (utilizacdo de
material congelado) e amostrais, embora ndo seja possivel descartar a
possibilidade de um padréao heterogéneo no infiltrado inflamatério da VED.

De qualquer forma, os nossos resultados, assim como os de
Nakamura et al (1994) e Kapur et al (2004) atestam que ndo é possivel, pelo
estudo imunoistoquimico do infiltrado inflamatério, diferenciar uma vilosite de
etiologia infecciosa da VED. Ambas podem apresentar a mesma composi¢cao de

células inflamatorias e aspectos morfoloégicos idénticos.
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Acreditamos que este padrao de resposta inflamatéria semelhante nos
dois grupos (vilosite infecciosa e vilosite de etiologia desconhecida) favorece a
idéia de que a VED seja causada por algum agente infeccioso, possivelmente
viral (ALTSHULER & RUSSEL, 1975; RUSSEL, 1980; BENIRSCHKE &
KAUFMAN, 1995; BENIRSCHKE et al, 1999).

Altshuler & Russel (1975), em um dos relatos iniciais sobre esta
entidade, mencionam que o aspecto histologico da VED é indistinguivel da
vilosite causada pela rubéola. Garcia et al (1985) descrevem como inespecificas
as alteracbes morfolégicas observadas na placenta em casos de infeccao
congénita pelo virus da rubéola.

Algumas infeccbes virais também podem ser assintomaticas na mae e
recém-nascido, nao obstante a presenca de alteragdes morfoldgicas nas
placentas (GARCIA et al, 1991; NAKAMURA et al, 1994; QUERESHI et al, 1996).

Na vilosite causada pelo citomegalovirus (CMV), embora as inclusées
virais sejam patognoménicas dessa doenga, nem sempre sdo identificadas nos
cortes histolégicos (RUSSEL, 1997). Nakamura et al (1994) identificou inclusées
em apenas um de quatro casos de vilosite com positividade para o CMV pela
técnica de PCR. Dois destes casos eram assintomaticos e poderiam ser
interpretados como VED, caso a pesquisa de DNA viral pela técnica do PCR néao
fosse realizada. Saetta, Agapitos, Davaris (1998), observaram alteracdes
histol6gicas consistentes com infeccdo pelo CMV em apenas trés casos de um

total de sete casos positivos para o DNA viral pela técnica de PCR.
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Qureshi & Jacques (1996) estudaram 19 placentas com histéria
materna de varicela durante a gestacdo. Destes casos, trés exibiam sinais
histolégicos de vilosite. Em um a vilosite era difusa e o recém-nascido
apresentou sinais clinicos de infeccdo viral. Nos demais casos a vilosite era
focal e os recém-nascidos ndo apresentaram sinais clinicos de varicela, de
forma muito semelhante ao que é descrito na VED. Os autores sugerem, ainda,
que uma vilosite crénica de etiologia desconhecida seria a causa mais provavel
das lesbGes placentarias nestes casos, apesar do diagnéstico inequivoco de
infeccdo materna pelo virus da varicela durante a gestacao.

Benirschke et al (1999) relatam um caso de vilosite por varicela e
comentam que o diagndéstico so6 foi possivel devido a histéria clinica de infecgao
materno-fetal e confirmacgéo da etiologia viral por imunoistoquimica e PCR.

A presenca de um infiltrado inflamatério rico em linfécitos T do subtipo
CD8+ também esta de acordo com a hipdétese de uma etiologia infecciosa para a
VED pois essas células sdao importantes nas respostas imunes a infecgcoes
intracelulares por certos microorganismos tais como Plasmodium sp, T. cruzi, T.
gondiii e Leishmania sp (BRENER & GAZZINELLI, 1997; KHAN et al, 1999;
MARTIN & TARLETON, 2001; RODRIGUES et al, 2003).

Os linfécitos T CD8+ desempenham ainda um papel critico e
fundamental na imunidade adquirida contra os virus (YEWDELL & DEL VAL, 2004).
Nas hepatites virais, por exemplo, linfécitos T CD8+ podem ser detectados por
imunoistoquimica nos focos de agressdo a placa limitante de hepatécitos e a
resolucdo da hepatite viral C tem sido relacionada a uma potente acdo de
células T CD8+ na resposta imune contra esse virus (SCHAFF, LOTZ,

SCHULTE-HERMAN, 1996; LAUER et al, 2004).
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O predominio de linfécitos T CD8+ no infiltrado de lesGes infecciosas
virais nem sempre € observado. Nakamura et al (1994) relatam que os linfocitos
T eram do subtipo CD4+ nos casos de vilosite crbnica analisados, entre os quais
haviam dois casos de infec¢cédo pelo CMV.

A hipétese de que a VED resulta de uma agressdao executada por
leucocitos maternos contra antigenos fetais parece mais plausivel quando
sabemos que as células inflamatérias nesse tipo de lesdo tém sido descritas
como predominantemente de origem materna (REDLINE & PATTERSON, 19983;
KAPUR et al 2004). Porém, na vilosite sifilitica, também descreve-se um
predominio de leucdcitos maternos, incluindo granulocitos (KAPUR et al, 2004).

Convém lembrar que, se a VED resulta de uma agressao imune
materna contra antigenos fetais, € necessario ter ocorrido previamente algum
tipo de lesao na barreira trofoblastica, propiciando o contato desses antigenos
com a circulacdo materna. De fato, Garcia-Lloret et al (2000), em estudos
experimentais, sugerem que a lesado do trofoblasto por células maternas poderia
ser o fator desencadeante da VED.

Entretanto, a lesdo ao trofoblasto apenas ocorrera desde que o0s
mecanismos de defesa da placenta também estejam deficientes. Dentre estes
mecanismos estao: a) a inibicdo da resposta imune celular Th1 em prol de uma
resposta Th2 que favorece o mecanismo humoral e b) a expressao do antigeno
de histocompatibilidade HLA-G no trofoblasto ndo-viloso. Esta molécula tem a
capacidade de inibir a acao citolitica de células NK e linfécitos T citotoxicos
contra as células trofoblasticas (JURISICOVA et al, 1996; ARCK, DIETL, CLARK
1999;CAROSELLA et al, 2000; ATHANASSAKIS & VASSILIADIS, 2002).
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Sabe-se também, pelo que foi observado nos casos de infecgcao
placentaria por P. brasiliensis estudados, que nem sempre que ocorre lesdao da
barreira trofoblastica, ha concomitante migracao de células inflamatérias para o
interior da vilosidade. Presumimos ser necessaria uma concentracao local de
mediadores inflamatérios para que ocorra acumulo e transito de leucécitos em
direcdo a vilosidade. Nos casos de VED, podemos supor que uma acao viral
intravilositaria seja a causa responsavel por esse hipotético aumento de
citocinas e consequlente reacao inflamatéria na vilosidade placentaria.

Portanto, embora a nossa amostra ndo tenha contemplado casos de
placentites virais, fundamentados nos resultados deste trabalho e nos argumentos
acima discutidos, julgamos que a hipétese infecciosa € a mais provavel explicacao
para a causa da VED na maioria dos casos. A auséncia de deteccao desse agente
pode ser devido a problemas de amostragem na analise do tecido placentario, como
relatado por Benirschke et al (1999) ou porque o agente infeccioso é assintomatico e
0 quadro histolégico da vilosite inespecifico, como descrito nas viroses placentarias
(GARCIA et al, 1991,1995; NAKAMURA et al, 1994; QUERESHI et al, 1996).

Finalmente, deve-se considerar que alguns casos de VED realmente
possam resultar de algum desequilibrio no sistema imune materno durante a
gestacado, com ativacdo de uma resposta do tipo enxerto-versus-hospedeiro
contra o tecido placentario. A associagcao da VED com doencgas auto-imunes e a
freqiente recorréncia das lesbes em alguns casos sdo sinais clinicos que
corroboram essa possibilidade (REDLINE & ABRAMOWSKY, 1985; REDLINE &

PATTERSON, 1993). Outro fato que depde contra a possibilidade de uma
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etiologia viral em todos os casos de VED é o encontro de niveis baixos de IgM
no sangue do cordao umbilical em grande parte de placentas com sinais
histolégicos de VED (ALTEMANI et al, 1989).

Em concluséo, os resultados do presente trabalho, assim como os
relatados por Labarrere et al (19990), Altemani (1992), Redline & Patterson
(1993), Altemani et al (2000) e Kapur et al revelam que a inflamacao do vilo
placentério, tanto na VED como em vilosites de diferentes etiologias infecciosas,
€ um fenbmeno predominantemente mediado por histiocitos e linfécitos T, com
predominio do subtipo CD8+ .

O encontro de uma composicao de células inflamatérias semelhantes
nos diversos tipos de vilosite sugere que diferentes fatores etioldgicos, a partir
de um determinado momento na histéria natural da doenga, compartilham o
mesmo mecanismo patogénico que resulta na inflamacdo da vilosidade. Se
assim for verdade e de acordo com os resultados deste trabalho, os histiocitos
ao lado de linfécitos T CD8+ e, em menor quantidade, linfécitos T CD4+, sao as
células efetoras predominantes neste processo, o que indica a participacdo de

uma resposta imune celular do tipo Th1 (MOSMAN & SAD, 1996).




6. CONCLUSOES
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Todos os tipos de vilosite estudados apresentaram o mesmo padrédo de
composicao do infiltrado inflamatério, com predominio de histiécitos HAM 56+
e linfécitos T CD8+, o que sugere que a inflamacéao vilositaria desenvolve-se
através de mecanismos patogénicos semelhantes independente do agente
etiologico inicial.

N&o é possivel distinguir a VED das vilosites infecciosas pela constituigdo
do infiltrado inflamatério, o que corrobora para uma possivel etiologia
infecciosa da VED.

Nas vilosites, o infiltrado inflamatério nas areas de rotura do trofoblasto difere
daquele observado no estroma da vilosidade, devido a maior quantidade de
monécitos MAC 387+, sugerindo que estas células sao advindas do espaco
interviloso e, portanto, de origem materna.

Nos casos de intervilosite por P. brasiliensis, mesmo com a presenca de
focos de rotura do trofoblasto, ndo ha células inflamatérias no interior da
vilosidade, o que sugere que a lesdao da barreira trofoblastica ndo esta

obrigatoriamente associada a infiltracdo do estroma vilositario por leucécitos.
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