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Aumento no material fibrinoide perivilositario nas ey
~ ’ ” . 09/10/10
placentas de gestacoes com pré-eclampsia mo

Increase in perivillous fibrinoid material in placentas from pregnancies with preeclampsia

Diego Agra de Souza'; Antonio Fernando de Sousa Bezerra David Campos Wanderley?; Claudia Maria Barbosa Souto?

TS resumo

Pré-eclampsia Introducao: A pré-eclampsia responde por alta morbimortalidade no Brasil e no mundo. A sua etiologia
ainda n@o foi totalmente esclarecida. Entre as alteracdes placentarias na pré-eclampsia citam-se: infartos,
aumento de nds sinciciais, hipotrofia vilositaria, espessamento da membrana basal trofoblastica e
deposicao de material fibrinoide. Objetivo: Analisar quantitativamente imagens do material fibrinoide
perivilositario presente em placentas de gestacdes com e sem pré-eclampsia. Material e métodos: Foi
realizado estudo de caso-controle no Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario Professor
Alberto Antunes (HUPAA). Realizou-se andlise histomorfométrica de 840 imagens provenientes de 14
placentas de gestacdes com pré-eclampsia (casos) e 14 placentas de gestagdes sem pré-eclampsia
(controles). Resultados: A média da area do material fibrinoide no grupo pré-eclampsia foi de 168,46
pixels, e no grupo sem pré-eclampsia, de 89,63 pixels. Foi observada uma quantidade menor da area
total dos nlcleos na pré-eclampsia, 89,51 pixels, do que no grupo controle, 113,34 pixels. Conclusdo:
Nas placentas de gestacdes com pré-eclampsia a drea ocupada pelo material fibrinoide estd aumentada
em 1,8 vez em comparacdo com as placentas de gestacdes normais. As areas dos ndicleos e citoplasmas
foram maiores no grupo controle. N&o houve diferenca estatisticamente significativa quanto a area do
estroma. Observou-se também reducéo do espaco ocupado pelas vilosidades na pré-eclampsia, sendo
este fato compativel com hipotrofia vilositaria.

Placenta

Fibrina

abstract ST

Introduction: Preeclampsia is responsible for high maternal mortality in Brazil and worldwide. Its etiology has | Preeclampsia
not been fully elucidated. Placental changes in preeclampsia include: infarcts, increase in syncytial knots, villous
hypotrophy, thickening of trophoblastic basement membrane and fibrin deposition. Objective: To analyze

Placenta
quantitatively images of perivillous fibrinoid material present in placentas from pregnancies with and without Fibrin
preeclampsia. Material and methods: A case-control study was carried out at the Anatomical Pathological
Service of Professor Alberto Antunes University Hospital. It was performed the histomorphometric analysis of
840 images comprising 14 placenta samples from pregnancies with preeclampsia (cases) and 14 placenta
samples from pregnancies without preeclampsia (controls). Results: In the preeclampsia group the mean
area of fibrinoid material was 168.46 pixels and in the group without preeclampsia it was 89.63 pixels. The
nuclei total area was smaller in preeclampsia (89.51 pixels) in comparison with the control group (113.34
pixels). Conclusion: In placentas from preeclampsia pregnancies the fibrinoid material area is larger (1.8x)
compared to normal pregnancies. Nuclei and cytoplasm areas were larger in the control group. There was no
statistical difference regarding the stromal area. There was also a reduction in villous space in preeclampsia,
which is consistent with villous hypotrophy.
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Introducao

A pré-eclampsia € o desenvolvimento de hipertenséo e
proteindria em decorréncia da gestacdo ou por influéncia
de gestacao recente®. Ocorre apds a 202 semana de ges-
tacdo, mas pode surgir antes disso quando existir doenca
trofobléstica®. A prevaléncia de sindromes hipertensivas na
gestacdo é de 6% a 17% em nuliparas e de 2% a 4% em
multiparas®. Destas, entre 20% e 50% progridem para pré-
eclampsia@). A pré-eclampsia atinge de 3,64% a 10% das
mulheres grévidas, sendo a principal causa de mortalidade
materna no mundo®'9, No Brasil e na América Latina tam-
bém ¢é a principal causa de morte materna, especialmente
quando ocorre nas formas mais severas, como eclampsia,
sindrome HELLP (haemolysis, elevated liver enzyme activity,
low platelets), coagulagdo intravascular disseminada, aciden-
te vascular cerebral (AVC) e insuficiéncia renal@.

O aumento da pressdo arterial na gravidez pode resul-
tar em maior risco para prematuridade, fetos pequenos
para a idade gestacional, infeccdo neonatal e hipxia®. A
hipertenséo é definida como pressdo sistdlica > 140 mmHg
e pressao diastélica > 90 mmHg®@?. O padréo ouro para
detectar a proteindria € a urina de 24 h, que é confirmada
com a presenca de 300 mg/24 h de proteinas®®. O edema
pode ou ndo estar presente, sendo retirado da triade cléssica
sintomatica da pré-eclampsia®@>.

A pré-eclampsia é incuravel, exceto pela interrupcéo da
gestacdo®. A causa primaria da pré-eclampsia é desconhe-
cida®®, entretanto é reconhecida a importancia de aspectos
imunoldgicos, genéticos e de falhas da placentacdo®. A
invasao trofobléstica deficiente ou ausente, a queda dos
niveis de prostaciclina (PGI2) com aumento do tromboxano
A2 e a baixa expressao do antigeno leucocitdrio humano
G (HLA-G) sdo integrantes da fisiopatologia® . O menor
influxo de sangue para a placenta resulta em infartos ver-
dadeiros de um ou mais I6bulos placentérios?”. O processo
de deposicdo de material fibrinoide entre os vilos ocorre em
todas as placentas, sendo sugerido que resulta da cascata
de coagulacdo, da degeneracéo sinciotrofoblastica ou da
secrecdo trofoblastica®™. No entanto, nas pacientes com
pré-eclampsia, foi observado que abundante material fibri-
noide fica acumulado perivilositariamente”.

Existem poucos estudos na literatura descrevendo
quantitativamente o material fibrinoide em gestantes. A
anélise estereoldgica tem sido empregada na medicina com
o objetivo de interpretar a morfologia de érgéos e tecidos
humanos, permitindo quantificar areas, volumes e relacdes
espaciais entre os atributos analisados®”. A pergunta da

pesquisa é: qual a quantidade de material fibrinoide peri-
vilositario presente em placentas de gestacdes com e sem
pré-eclampsia? A hipétese é que a quantidade de material
fibrinoide perivilositario depositado nos espacos intervilosos
de placentas provenientes de mulheres que desenvolveram
pré-eclampsia seja maior em comparacdo com placentas
de gestacdes normais.

Analisar quantitativamente imagens do material fibri-
noide perivilositario presente em placentas de gestacdes
com e sem pré-eclampsia.

Material e métodos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pes-
quisa da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) (Processo
n° 001672/2007-68). O tipo do estudo é retrospectivo
de caso-controle e foi executado no Servico de Anatomia
Patol6gica do Hospital Universitario Professor Alberto An-
tunes (HUPAA) em Maceid, no periodo de agosto de 2007
a dezembro de 2008.

Os critérios de inclusdo foram: casos e controles com
laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) apresentan-
do cortes histoldgicos placentarios referentes as gestacdes
no periodo 1995 a 2000 da maternidade do HUPAA. Os
critérios de exclusdo foram: casos e controles cujas ldminas
de cortes histol6gicos placentérios corados em HE apresen-
taram qualidade comprometida pela deterioracdo causada
pelo tempo ou pela presenca de artefatos, casos e controles
nos quais as informacdes clinicas estavam incompletas e
casos com outras doencas superpostas. No total foram
selecionadas 28 laminas, sendo 14 de casos de gestacdes
que cursaram com pré-eclampsia e 14 de controles de
gestacdes sem pré-eclampsia ou outra doenca. Os casos
foram definidos como amostras de placentas de gestantes
com pré-eclampsia fixadas em formol e emblocadas em
parafina. Os 14 casos controles foram definidos como amos-
tras de placentas de gestantes sem doencas no decorrer
da gestacdo, todas fixadas em formol e emblocadas em
parafina. Destas amostras foram confeccionadas laminas
em HE representando o disco placentério da placa fetal até
a placa corial, com a remocéo prévia de 3 cm das margens
placentérias. Todos os casos e controles foram oriundos
de placentas de gestantes cujos partos foram realizados
na maternidade do HUPAA. O diagndstico foi definido
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pela clinica obstétrica e os achados compativeis foram
descritos por um patologista. Os critérios clinicos utilizados
para diagnéstico de pré-eclampsia foram: presséo arterial
> 140 x 90 mmHg apés a 202 semana de gravidez e urina de
24 h com niveis maiores ou iguais a 300 mg. Para cada caso
foi atribuida uma numeracé@o, sendo a analise de imagens
executada cegamente.

Para a obtencdo das imagens foi utilizada uma camera
digital Moticam 1000, um microscépio Leica DMLS e um
computador Acer Aspire 3660. Neste estudo foi realizada
uma anélise morfométrica planimétrica®. A maquina foi
acoplada a ocular do microscépio e interligada com o com-
putador. As ldminas e as objetivas do microscépio foram
limpas antes da captacdo das imagens, evitando a inclusdo
de manchas naimagem. As imagens foram armazenadas no
banco de dados do computador no formato tif. Todas as
imagens foram obtidas do terco intermediério, tendo sido
descartados os tercos que abrangem, respectivamente, as
placas fetal e materna. Durante o processo de obtencdo
foi utilizado o mesmo microscépio com igual ajuste de
iluminacao e filtro DLF. O aumento escolhido foi de 400x.
Para cada lamina de placenta foram obtidas 30 imagens.
Esta técnica foi baseada em outras pesquisas descritas na
literatura®. Dessa forma, obtiveram-se 840 imagens de
14 casos de pré-eclampsia e 14 casos sem pré-eclampsia.

O processamento de imagens foi realizado utilizando
o programa Animed®. As imagens englobaram os vilos
maduros intermediarios e terminais. Foram definidos cinco
componentes histolégicos: material fibrinoide, nicleos,
estroma, citoplasma e fundo‘?. Nos componentes cito-
plasma e nicleos séo incluidos os nlicleos e citoplasmas de
todas as células presentes na estrutura dos vilos terminais e
dos vilos maduros intermedidrios. Predominantemente sdo
encontrados entre as células o sinciotrofoblasto, as células
do estroma (fibroblastos, células reticulares), seguidos das
células endoteliais e, mais raramente, dos macréfagos e das
células citotrofoblasticas?. O estroma corresponde ao tecido
conectivo localizado na regido mais central do vilo, abaixo
das células do sinciotrofoblasto e entre os capilares, onde
estdo imersos os fibroblastos e as células reticulares. O fundo
representou o espaco existente entre as estruturas vilositérias.

Uma imagem digital é formada por um conjunto de
pixels. O pixel corresponde a menor érea retangular da
imagem®. Ap6s uma selecéo prévia de alguns pixels cor-
respondente a cada componente observado na estrutura
do vilo (ndcleos, material fibrinoide, estroma, citoplasma
e fundo), o software segmentou a imagem segundo os
pixels selecionados, informando a quantidade percentual
da érea ocupada por cada componente analisado em cada
imagem (Figura). Em seguida foi realizada a conversdo do

. Material fibrinoide

Nicleos

Estroma

Citoplasmas do
sinciciotrofoblasto
e das células do estroma

|:| Fundo

Figura 1 () Imagem de placenta de gestagédo com pré-eclampsia (HE, 400 x); (C) imagem de placenta de gestagéo sem pré-eclémpsia (HE, 400 x); (Be D) imagens segmentadas
(ao lado de suas originais) para quantificagdo do material fibrinoide; nicleos; estroma; citoplasmas do sinciciotrofoblasto e das células estromais e do fundo

Nota: ver o quadro de amostragem ao lado das imagens como substitui¢éo das cores originais na indicagéo das estruturas segmentadas.
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valor percentual para o valor real de pixels. Os dados da
area foram armazenados no programa Epi Info versdo 617.
A estatistica foi calculada usando-se o programa XLSTAT
200918. Foi realizado pré-teste com as colora¢des azul de
toluidina, tricrdmio de Masson, acido periédico Schiff (PAS)
e HE. Optou-se pela coloracdo HE com base nos resultados
deste pré-teste e em dados da literatura®. A varidvel prima-
ria considerada foi a 4rea ocupada pelo material fibrinoide.
As varidveis secundarias incluem as dreas ocupadas por
nlcleos, estroma, citoplasma, fundo e a correlacdo das
areas dos atributos entre si.

Na analise estatistica foram calculados: média, media-
na, intervalo de confianca, desvio padréo, coeficiente de
variacdo e distancia interquartilica. A andlise estatistica foi
baseada no valor real dos pixels. A amostra foi considerada
de distribuicdo ndo normal quando o coeficiente de variagdo
esteve acima de 20%. Para comparar as diferencas entre
os componentes histolégicos utilizou-se o teste Mann-
Withney. Considerou-se o o = 0,05 e os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05.

Resultados

No periodo de 1995 a 2000 foram encontrados regis-
tros de 4.343 exames histopatoldgicos de placenta. Cento
e vinte e dois foram de casos diagnosticados como pré-
eclampsia, 68 casos foram excluidos por haver outras do-
encas superpostas, restando 54 casos. Entre estes, 29 foram
excluidos porque as laminas ou os prontuérios ndo foram
localizados. Dos 25 pré-selecionados, 11 foram descartados
porque apresentaram laminas deterioradas ou com artefa-
tos. Todos os 14 casos selecionados foram de pré-eclampsia
classificada clinicamente como grave. Foram selecionados
14 controles aleatoriamente de um total de 142 casos sem
pré-eclampsia ou outras morbidades, usando-se o gerador

de nlimeros aleatdrios do Microsoft Oficce Excel@?. Foram
obtidas 30 imagens de cada caso e controle.

Os dados clinicos podem ser observados na Tabela 1.
A média da area do material fibrinoide no grupo pré-
eclampsia foi de 168,46 pixels e no grupo controle, de
89,63 pixels. Essa diferenca representa uma quantidade
1,8 vez maior em relacdo ao grupo controle (Tabela 2)
(p<0,0001). Foi observada uma quantidade menor da area
total dos nlcleos na pré-eclampsia, 89,51 pixels, do que
no grupo controle, 113,14 pixels (Tabela 2) (p < 0,0001),
e a area do citoplasma e do fundo foi maior no grupo con-
trole (Tabela 2) (p < 0,0001). A diferenca encontrada entra
as areas ocupadas pelo estroma ndo foi estatisticamente
significativa (p = 0,216). A area ocupada pelos vilos, que
corresponde as areas somadas do citoplasma, dos nlcleos
e do estroma, foi maior no grupo controle (p < 0,0001).
Foi encontrada uma correlacdo negativa (- 0,40976) fraca
entre a area ocupada pelos vilos e o material fibrinoide no
grupo pré-eclampsia. Em todas as variaveis analisadas foi
observada distribuicdo ndo normal, com coeficiente de
variacdo superior a 20%. O teste de Mann-Whitney foi
aplicado para comparar as diferencas dos dois grupos nao
pareados com distribuicdo ndo normal.

Discussao

Entre as alteracdes morfoldgicas placentarias das
gestacdes que cursam com pré-ecldmpsia estdo: infartos,
aumento de nos sinciciais, aterose das artérias espiraladas,
hipotrofia vilositaria, espessamento da membrana basal
trofoblastica e deposicdo de material fibrinoide(” 24 2629,

O material fibrinoide placentério é uma substancia
hialina, homogénea que se cora em vermelho pela eo-
sina®. E comum utilizar os termos fibrina e fibrinoide
como sindnimos®®. No entanto, outros autores preferem

Tabela 1 EELIXRITNN

PRE-ECLAMPSIA*

|dade gestacional (semanas) 36,08
|dade materna (anos) 24,21
Peso do RN (gramas) 2.931
Apgar 1 7,14
Apgar 5 8,28

IC 95% ConTrOLE* IC 95%
34,38-37,78 38,25 37,39-39,11
21,66-26,76 25,21 22,28-28,14
2.673-3.157 3.012 2.847-3.177

5,65-8,63 8,35 8,09-8,61
6,98-9,58 9,28 8,96-9,6

*Valores expressos em média.
IC: intervalo de confianga; RN: recém-nascido.
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Tabela 2 REMEVERYJlEENERERIGEES

Pré-eclampsia Média Mediana  Amplitude
Material fibrinoide 168,46 150,62 487,58
Nicleos 89,51 149,9 520,87
Fundo 273,20 261,04 677,29
Estroma 166,8 166,19 385,26
Citoplasma 88,64 64,61 337,46
Cit. + ntc. + est. 34556 305,37 1243,09
Controle Média Mediana Amplitude
Material fibrinoide 89,63 85,73 257,22
Ndcleos 113,34 114,78 249,68
Fundo 296,19 302,06 497,19
Estroma 174,94 164,03 413,01
Citoplasma 110,85 109,46 275,97
Cit. + ndc. + est. 401,37 368,85 881,58

DI IC 95% DP CV (%)
151,59 158,56-178,36 103,15 61,23
122,71 83,48-95,54 62,44 69,75
150,69 261,76-284,64 118,82 43,91
99,07 159,88-173,38 71,87 43,08
92,93 81,98-95,3 69,24 78,11
275,61 326,23-364,89 200,49 58,01

DI IC 95% DP CV (%)
70,25 84,39-94,87 54,66 60
82,79 108,31-118,37 52,47 45,71
144,93 286,33-306,05 102,87 34,73
111,55 168,06-181,82 71,76 41,01
61,78 106,51-115,19 4524 40,81
256,12 385,21-417,53 168,27 41,92

DI: disténcia interquartilica; IC: intervalo de confianca; DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagdo; cit. + nic. + est.: citoplasma + niicleos + estroma.

o termo fibrinoide por ser mais abrangente e restringem o
termo fibrina aos precipitados de fibrinogénio no sangue e
fluidos teciduais". A formacao fibrinoide nao esta restrita
a processos patoldgicos e ocorre em placentas normais3.
Na placenta, esta presente em diferentes locais: placa
coridnica, perivilositariamente, intravilositariamente e na
placa basal, recebendo diferentes eponimos de acordo com
a localizagdo (estria de Langhans, estria de Rohr, estria de
Nitabuch)™®. A despeito da localizagdo anatomica, estudos
com imuno-histoquimica foram realizados objetivando es-
tudar a composicao do material fibrinoide em suas variadas
localizagdes. Tais pesquisas permitiram dividir o material
fibrinoide em dois grupos: tipo fibrina e tipo matriz(3 519,

O material fibrinoide tipo fibrina é considerado um
produto da coagula¢do sanguinea materna, sendo encon-
trado depositado perivilositariamente, sobre a placa cori-
Onica, nas camadas superficiais e mais profundas da placa
basal( 15 1®_ 0 estudo microscopico revela a auséncia de
células trofoblasticas em seu interior, porém é possivel encon-
trar material degenerativo de hemacias, plaquetas e células do
sinciotrofoblasto 1®. A microscopia eletronica é observada
a presenca de fibras com periodicidade de 20 nm, revelando
um padrdo caracteristico da fibrina*'®. A analise da imuno-
histoquimica revela reacdo intensa do anticorpo antifibrina
com este tipo de material fibrinoide®. Imunoglobulinas

(I9G, 1gA, IgM), fibrinogénio, albumina e complemento C
sao outros componentes descritos como constituintes do
material fibrinoide tipo fibrina®. Quanto ao processo que
desencadeia a deposicdo do material fibrinoide tipo fibrina,
sao levantadas duas hipdteses®: a primeira descreve que a
deposicdo tem inicio apds a perda do sinciotrofoblasto, e a
segunda, que a coagulacdo provoca degeneragdo sinciotro-
foblastica®. Essas duas hipdteses foram suscitadas levando
em consideracdo o fato de que o material fibrinoide tipo
fibrina cobre &reas desnudas do sinciotrofoblasto®. Ambas
sao defendidas, sendo a formacdo do material fibrinoide
induzida pelo duplo mecanismo('®. A provével exposicao de
moléculas da matriz extracelular interage com as plaquetas,
dando origem ao material fibrinoide('®. Entre as funcionali-
dades postuladas para o material fibrinoide tipo fibrina estdo:
conferir a estabilidade a placenta, participar de mecanismos
de reparacao do vilo e regular a circulagdo entre os vilos®.

O material fibrinoide tipo matriz é um produto da se-
crecdo das células trofoblasticas, razao pela qual estas sao
facilmente encontradas no seu interior* '®. O material
fibrinoide com constituicdo da matriz ndo estd em contato
direto com o sangue materno e é sempre separado por uma
camada de material fibrinoide tipo fibrina ou por outros
tecidos(> ®. Esta localizado em: placa coridnica, centro
das ilhas de células, mais profundamente nas colunas de
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células trofoblasticas, placa basal e camadas mais profundas
do material fibrinoide perivilositario™ ™. Entre os compo-
nentes do material fibrinoide tipo matriz estéo: coldgeno IV,
laminina, fibronectinas, sulfato de heparan, vitronectina,
fibronectina oncofetal e fibrilina®* 1> ®. O mascaramento
de antigenos fetais e a regulacéo da adesividade placentaria
a parede uterina sao algumas das fun¢bes propostas para
o material fibrinoide tipo matriz'®. A proporcdo dos dois
subtipos de materiais fibrinoides varia conforme o local da
placenta. A subdivisdo entre material fibrinoide derivado da
coagulacdo e da secrecao de células trofoblasticas indepen-
de da localizagcdo anatdémica?.

O material fibrinoide estd aumentado perivilositariamen-
te na hipertensao gestacional, na hipertenséo cronica e na
pré-eclampsia® 1”22, Neste estudo foi demonstrado um au-
mento de aproximadamente 1,8 vez no material fibrinoide,
predominantemente, perivilositario no grupo pré-eclampsia
em relacdo ao grupo controle (p < 0,0001). Na literatura,
Corréa et al.® relatam aumento mais discreto, ocupando
a fibrina a area de 4% no grupo controle e 4,4% da area
total nas gestacbes prematuras com pré-eclampsia®.
Kanfer et al.1” descreveram que a porcentagem de vilos
com depésitos fibrinoides perivilositéarios foi maior em pla-
centas acometidas pela pré-eclampsia: 4,8% contra 1,5% no
grupo controle; um aumento de 3,2 vezes!”. Essas variacdes
entre os estudos se devem, provavelmente, a metodologia de
selecdo empregada. Neste estudo foram incluidas as imagens
captadas de areas com uma quantidade representativa de
material fibrinoide perivilositario no terco médio da placenta.
Para diminuir as chances de um aumento de viés, 0 mesmo
procedimento foi repetido nos casos e controles.

Na pré-eclampsia também se nota uma diminui¢do
da area das vilosidades placentérias®. Corréa et al.®

consideram que a diminuicdo dos vilos estd associada ao
aumento do material fibrinoide. Porém dois estudos de ana-
lise de imagens realizados com placentas de pré-eclampsia
e com placentas de casos com restricdo do crescimento
intrauterino concluiram que nao foram encontradas alte-
racdes no grupo da pré-eclampsia quando em comparacéo
com o grupo controle 19, Neste estudo, quando somamos
a area dos nlcleos, estroma e citoplasma, é obtida, de modo
indireto, a area correspondente ao espaco ocupado pelas
vilosidades. O grupo pré-eclampsia apresenta uma area
de vilos menor que o grupo controle (p < 0,0001). Porém,
uma correlacdo negativa fraca (- 0,4) foi encontrada entre
a area dos vilos placentérios e a area ocupada pelo mate-
rial fibrinoide no grupo pré-eclampsia, indicando que essa
diminuicdo ndo se deve exclusivamente ao aumento do
material fibrinoide. Esse achado sugere uma hipotrofia vilo-
sitéria nas placentas do grupo pré-eclampsia. Ao analisar-se
isoladamente a rea ocupada pelos nlcleos, observa-se uma
diminuic@o significativa no grupo pré-eclampsia. A reducdo
da area ocupada pelos ndcleos no grupo pré-eclampsia é
indicativa de que ha degeneracéo celular.

Conclusao

Nas placentas de gestacdes com pré-eclampsia a area
ocupada pelo material fibrinoide estd aumentada em 1,8
vez em comparacdo com as placentas de gestacdes normais.
As areas dos nlcleos e citoplasmas foram maiores no grupo
controle. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa
quanto a érea do estroma. Observou-se também uma redu-
¢édo do espaco ocupado pelas vilosidades na pré-eclampsia,
sendo este fato compativel com hipotrofia vilositéria.
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