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RESUMO



A participagio da barreira trofoblastica na patogénese da vilosite placentaria tem sido
abordada somente em raros estudos realizados em cultura de tecidos, os quais demonstram
que a expressio de ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) por céhulas do trofoblasto
viloso poderia permitir o influxo de células maternas para dentro da vilosidade. Para
investigar a expressio de ICAM-1 pelo trofoblasto viloso, sua relagdo com ruptura da
barreira trofoblastica e influxo de células imunes para dentro da vilosidade, foram
analisadas 18 placentas com placentites (5 causada por T. gondii, 3 por 1. cruzi, 2 por
P. brasiliensis e 8 de etiologia desconhecida — VED) e 8 sem inflamagdo. Todas foram
analisadas através da técnica de imunoistoquimica, em secgdes de parafina, utilizando-se
anticorpes monoclonais anti-CD45RO, anti-CD20, MAC 387, HAM 356, anti-CD13,
anti-hNK e anti-ICAM-1. Nas vilosites, o infiltrado intraviloso era composto
principalmente por macrofagos HAM 56+ e linfocitos T UCHL-1+, enquanto que no
espago imterviloso as células eram predominantemente monécitos MAC 387+. Na
intervilosite por P. brasiliensis, nfio havia célula inflamatoria dentro da vilosidade,
enquarito que o infilirado do espago interviloso era composto principalmente por monocitos
MAC 387+ e neutrofilos CD15+. Todos os casos com placentite, exceto um, mostraram
aumento da expressio de ICAM-1 nas vilosidades inflamadas, a qual estava localizada,
quase que exclusivamente, proxima as areas de ruptura trofoblastica. Nestas, foram
observados leucocitos aderidos, apenas nos cases Com vilosite. Quando a reagdo
inflamatéria ocorria somente no espago interviloso (infecgdo por P. brasiliensis) apesar da
ruptura trofobléstica ¢ aumento da expressao de ICAM-1, niio se observou influxo de
leucocitos em diregio ao estroma viloso. Nenhuma das placentas sem inflamag¢io mostrou
expressio de ICAM-1. Concluindo, o aumento da expressio de ICAM-1 pelo trofoblasto
viloso ocorre durante placentites com aciimulo de leucdcitos tanto no estroma viloso como
no espago interviloso e, provavelmente, desempenha um importante papel na ruptura da
barreira trofoblastica. O influxo de células imunes para o vilo placentario, aparentemente, é
mediado por ICAM-1, mas a localizagdo do antigeno no interior da vilosidade é certamente

um fator crucial para que isso ocorra.
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ABSTRACT



Although an in vitro study has hypothesized that expression of ICAM-1 by villous
trophoblasts could be important for the influx of maternal immune cells in villitis, it
remains to be shown whether the same phenomenon occurs in human villitis. To investigate
the expression of ICAM-1 by villous trophoblasts, its relationship with rupture of the
trophoblastic barrier and influx of immune cells inio the villi, we analyzed 18
paraffin-embedded placentas with placentitis (5 by T. gondii, 3 by T. cruzi, 2 by
P. brasiliensis and 8 of unknown aetiology - VUE) and 8 control placentas by
immunohistochemistry using the monoclonal antibodies anti-CD45R0O, anti-CD20, MAC
387, HAM 56, anti-CD15, anti-HNK and anti-ICAM-1. In all villitis cases, the
inflammatory infiltrate within the villous stroma was composed mainly of HAM
56+ macrophages and UCHL-1 T lymphocytes, but in the intervillous space, the cells were
mainly MAC 387+ monocytes. Otherwise, intervillosites caused by P. brasiliensis showed
mainly MAC 387+ monocytes, CD15+ granulocytes and none inflammatory cell within the
villi. All cases but one of placentitis showed trophoblast overexpression of ICAM-1 in the
inflamed villi, located almost exclusively next to the areas of trophoblastic rupture. The
villitis cases (caused by 7. cruzi, T. gondii and VUE) presented leukocyte adherence in the
areas of trophoblastic rupture. When the inflammatory reaction was situated in the
intervillous space (placentitis by P. brasiliensis), in spite of the trophoblastic rupture and
ICAM-1 overexpression there was no leukocyte influx into villi. None of the control
placentas showed ICAM-1 expression. We concluded that overexpression of ICAM-1 by
villous trophoblasts occurs during placentitis characterized by accumulation of leukocytes
in the villous or intervillous space and probably plays an important role in the rupture of the
trophoblastic barrier. The influx of immune cells into the villi appears to be mediated by
ICAM-1 but the location of the antigen within villous stroma is certainly a crucial factor for

its occurrence.

Abstract
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1.1- A vilosidade placentaria

A placenta é formada por vilosidades que partem da placa coridnica e sfo
conhecidas por vilosidades primérias. Estas se dividem em vilosidades secundarias,
terciarias e terminais, formando a arvore vilosa (Fox, 1997). Cada vilosidade € basicamente
formada pelo trofoblasto viloso - sincicio e citotrofoblasto-, membrana basal, estroma

viloso e vasos fetais (Fox, 1997).

1.2- Aspectos gerais das vilosites

A presenca de infiltrado inflamatério no estroma da vilosidade placentaria ¢

conhecida como vilosite e é classificada quanto 2 etiologia em conhecida e desconhecida

(Fox, 1997).

A vilosite de etiologia conhecida representa uma pequena proporgao dos casos
e ¢ caracterizada por infecgdo hematogénica causada por virus, bactérias, parasitas,
protozoarios e fungos (Gersell e Kraus, 2000; Fox, 1997; Russell, 1995; Bernirscke e
Kaufmann, 1985; Altshuler e Russell, 1975).

Na maioria dos casos, a vilosite é idiopatica (vilosite de etiologia desconhecida
— VED), pois nfio sdo evidenciados microorganismos na placenta e nao ha sintomas ou
sinais de infecgio materna (Gersell ¢ Kraus, 2000; Russell, 1995; Bernirscke ¢
Kaufmann, 1985; Knox e Fox, 1984; Altshuler e Russell, 1975).

As principais hipoteses propostas para explicar a VED sao: a) infecciosa, na
qual o agente ndo ¢é detectado por métodos diagnosticos usuais (Fox, 1997) e b) agressao
imunoldgica materna contra os tecidos placentarios (Labarrere et al, 1990;
Labarrere et al., 1986; Labarrere, et al,, 1982). Aqueles que defendem a primeira hipotese
argumentam que o aspecto morfoldgico de certas vilosites virais assemelha-se ac observado
na VED (Autshuler, 1973). Além disso, argumentam também que a VED podena ser a
conseqiiéncia de uma infecgio endometrial pois, se verifica muitas vezes, a associa¢do com

vilosite basal e deciduite (Bernischke et al., 1999; Bernirschke ¢ Kaufman, 1995; Russell,

Introdu¢do
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1980; Altshuler e Russell, 1975). Por outro lado, a hipotese da origem imunologica da VED
tem sido reforgada pela auséncia de niveis elevados de IgM fetal neste tipo de vilosite
(Altemani et al, 1989; Mortimer et al., 1985) e pela participagdo de células imunes
maternas no infiltrado inflamatério intraviloso da VED (Labarrere e Faulk, 1995; Redline ¢
Patterson, 1993).

1.2.1- Prevaléncia

A vilosite, independente da etiologia, pode ser encontrada em 6-68% das
placentas dependendo da populagdo, quantidade de material submetido ao exame
histolégico e critérios utilizados para o diagndstico de vilosite (Becrofi et al., 2005;
Altemani et al., 2003; Labarrere et al., 1982; Russell, 1980; Altshuler ¢ Russell, 1975).
Segundo Altemani et al. (2003), a analise de seis blocos de parafina por placenta resulta em
uma probabilidade de 85% para detectar 95% de todos os casos de vilosite. A adogdo deste
procedimento poderia diminuir a discrepincia na prevaléncia desta lesdo, permitindo

comparé-la em diferentes areas geograficas.

No Brasil, a freqiiéncia de vilosite de etiologia desconhecida varia de 18,9 a
41,8% das placentas analisadas (Altemani et al, 2003; Altemani et al, 1989,
Altemani et al., 1982).

Dentre as vilosites de etiologia conhecida, as que s&o causadas por 7. gondii e

T. cruzi sio de importancia epidemioldgica no Brasil (Bittencourt, 1995).

As vilosites causadas por Toxoplasma gondii correspondem a 3% das placentas
examinadas, ou seja, 12,5% dos casos de vilosites na regido de Campinas, Sdo Paulo

(Altemani et al., 1982).

Por outro lado, atualmente sabe-se que, no Brasil, a vilosite causada por 7. cruzi
ocorre entre 0,75% - 2,7% das placentas analisadas conforme a regido estudada

(Bitterncourt et al., 1992; Altemani et al.;1982).

introdugdo
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1.2.2- Aspectos clinicos da vilosite

Clinicamente, as vilosites de etiologia conhecida podem estar associadas a
aborto, natimorto, baixo peso ao nascimento, prematuridade e infecgSes sistémicas no
recém nascido, com conseqiiéncias graves, tais como, disturbios neurologicos, cegueira,
surdez, malformagdes congénitas (Brecroft el al, 2005; Redline e ORiordan, 2000,
Redline e Patterson, 1993; Altemani et al, 1989; Redline e Abramowsky, 1985;
Altemani et al., 1982; Russell, 1979).

Dependendo da etiologia, pode haver correlagio direta entre a intensidade da
vilosite e a gravidade do quadro clinico. Isto ocorre, por exemplo, na infecgdo por T. cruzi
onde, natimortos estio relacionados com uma vilosite difusa e intensa, com freqiiente
necrose do trofoblasto, numerosos parasitas e rea¢io granulomatosa intervilosa. Por outro
lado, nativivos apresentam uma vilosite focal, com escassos parasitas e necrose do

trofoblasto rara ou ausente (Altemani et al., 2000).

Entretanto, em outras vilosites de causa infecciosa, a intensidade do
comprometimento fetal parece estar mais relacionada ao efeito direto da infeccéo no feto ou

na mie, do que com a intensidade da les@o placentaria (Fox, 1997).

Na VED, a alteragiio neonatal mais freqilente é o baixo peso do recém-nascido,
seguido por aborto recorrente (Russell, 1995; Redline ¢ Abramowsky, 1985; Russel, 1980).
Diferentemente da vilosite de etiologia conhecida, ainda se questiona se ha relagdo entre a

intensidade de VED com os sintomas clinicos fetais (Brecroft et al., 2005; Russel, 1980).

1.2.3- Aspectos microscopicos da vilosite

Na maioria dos casos a vilosite é um processo focal e o infiltrado inflamatorio
nfo & caracteristico, constituido predominantemente por linfocitos e histiocitos

(Brito et al., 2005; Altemani, 1992).

Introducdo
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Apesar do padrio ndo caracteristico das vilosites, algumas particularidades
podem ser observadas relacionadas com certos agentes etiologicos, como € o caso das
vilosites por Citomegalovirus (CMV) onde se observam inclusdes virais caracteristicas, das
vilosites por bactérias piogénicas ou Listeria monocytogenes que apresentam um infiltrado
purulento e, das vilosites por sifilis com maior propor¢do de plasmocitos (Fox, 1997). Além
disso, os infiltrados predominantemente histiociticos podem caracterizar o tipo
granulomatoso como ocorre algumas vezes, na vilosite por T. cruzi ¢ 1. gondii

(Brito et al., 2005; Yavuz et al., 2005)

A vilosite pode ser subdividida de acordo com a natureza deste infiltrado
(aguda ou cronica), a distribuigdo das lesdes (focal, difusa, basal) e o grau de acometimento

(leve, moderado, intenso) (Gersell e Kraus, 2000; Russell, 1995).

A classificagio de vilosite proposta por Altshuler & Russel (197 5), esta
fundamentada na evolugio da vilosite desde um estagio inicial inflamatorio ateé um estagio

final fibrético. e pode ser classificada em:

- Vilosite proliferativa: presenga de infiltrado inflamatorio croénico no estroma

viloso, sem necrose concomitante;
- Vilosite necrosante: infiltrado inflamatério acompanhado de necrose vilosa;
- Vilosite reparativa: presenca de tecido de granulagdo e fibrose;

- Fibrose estromal: as vilosidades siio fibroticas, com pouca ou nenhuma

evidéncia de processo inflamatdrio ativo.

Entretanto, como salientado por Fox (1997), esta subdivisdo ¢ artificial e
dependente da intensidade e do estagio em que O Processo inflamatorio encontra-s€ no
momento do parto. Comumente observam-se diversos padrdes de inflamacio € reparo em

uma mesma placenta (Gersell e Kraus, 2000; Fox, 1997).

Nas vilosites de etiologia conhecida, ainda € possivel observar o agente
etiologico na placenta, como ¢ o caso do T. gondii, usualmente identificado nas formas

encistadas localizadas no tecido conjuntivo do dmnio e corion, estroma viloso, células

Imtrodugiio
18



trofoblasticas, decidua e, raramente, corddo umbilical (Gersell e Kraus, 2000,
Russell, 1995). O mesmo ocorre nas infecgdes pelo T. cruzi, cujos parasitas podem ser
vistos no interor de histiéeitos, livres ou agrupados em ninhos no estroma vilositario,
troncos  vilosos, membranas extraplacentdrias, corddo umbilical e decidua
(Bittencourt, 1992; Altemani et al., 1982).

1.2.4- Caracterizagio do infiltrado inflamatério

Virios estudos foram propostos para a caracterizagio do infiltrado inflamatorio
em vilosites crénicas. Eles demonstraram que ha um predominio de macrofagos € linfocitos
T, cuja localizagio esta muitas vezes associada as areas de necrose do trofoblasto viloso

(Kapur et al., 2004; Nakamura et al., 1994; Altemani, 1992; Labarrere et al, 1990).

Dentre os linfocitos T, ha predominio do namero de linfocitos T CD8+ sobre os
linfocitos T CD4+. Monécitos MAC 387+ também estdo presentes, agregando-se nos locais
de ruptura do trofoblasto, em quantidades que variam de 20 2 90% das células inflamatorias
nestas areas (Brito et al, 2005). Os linfocitos B sdo praticamente -ausentes
(Kapur et al, 2004; Altemani, 1992). Brito et al. (2005) também verificaram que o
infiltrado pode exibir uma pequena quantidade de células NK, granulocitos e células
positivas para S-100. Além disso, a maioria das células com morfologia para macrofagos,
linfocitos T e mondcitos expressam em sua superficie moléculas de MHC classe II

(Altemani, 1992; Labarrere et al, 1990).

A origem destas células inflamatérias na vilosite tem sido questionada. Redline
& Patterson (1993), utilizando técnicas de hibridizaggo “in situ ” e Imunoistoquimica,
demonstraram que 50% a 75% do infiltrado inflamatério, na VED, era constituido por
células de origem materna. Este estudo foi corroborado por Kapur et at (2004) que também
verificaram, através da técnica de hibridizagdo “in sim™ com sondas fluorescentes para
Cromossomos sexuais, que a populagio de células inflamatorias intravilositarias era
predominantemente de origem materna, tanto na VED quanto na vilosite causada por sifilis,

levando a crer que essas duas condigdes possuem uma via imunopatogénica semelhante.
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1.3- Infecgio placentaria por Paracoccidioides brasiliensis

A paracoccidioidomicose é uma doenca endémica em varias regides da
América Latina, inclusive no Brasil. Ela é causada por um fungo dimorfico e apresenta
duas formas clinicas: aguda ou subaguda (tipo juvenil) e cronica (tipo adulto). A primeira
afeta ambos os sexos com a mesma freqiiéncia e compromete, predominantemente, o
sistema reticulo-endotelial. A forma crdnica acomete, principalmente, homens e
caracteriza-se por um comprometimento pulmonar, mucocutineo e linfatico, de forma

isolada ou combinada (Franco et al., 1989; Carvalho e Montenegro, 1999).

A infecgiio placentaria por P. brasiliensis € um evento raro, sem a passagem do
fungo para a circulagdo fetal. Nestes casos, 0s fungos podem ser identificados apenas no
espaco interviloso, circundados por uma reagéo inflamatéria histiocitica MAC 387+ com
células gigantes multinucleadas, neutrofilos e deposito de fibrina. Observa-se também a
perda do trofoblasto ¢ espessamento da membrana basal trofoblastica, mas sem quaiquer
sinal de fungos ou células inflamatérias no interior das vilosidades (Braga et al., 1989,

Blotta et al., 1993).

Como a infecgio placentaria causada por este agente permanece no espago
interviloso, mas existem areas de necrose do trofoblasto, este tipo de infecgdo torna-se um

6timo modelo comparativo no estudo do papel da barreira trofoblastica na vilosite.

1.4- A transmigracio celular e a molécula de ICAM-1

A resposta imunologica ¢ desencadeada através do reconhecimento de
antigenos que sdo considerados estranhos pelos linfocitos T. A partir dai, ocorre produgdo e
expressio de diversas substéncias inflamatorias que auxiliam a ativagiio e fungio efetora de
diversos tipos de leucdcitos com o objetivo de destruir o antigeno em questdo

(Abbas e Lichtman., 2003).

Quimiocinas sdo moléculas responséveis pela quimioatragio destas células ate
o sitio de inflamagdo mas, para que elas possam alcangar o estroma onde o antigeno se

enconira, € necessario atravessar o endotélio das vénulas pos-capilares da regifo inflamada
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(Imhof e Aurrand-Lions, 2004; Abbas e Lichtman, 2003). Este fendmeno, conhecido como
emigragio leucocitdria ou transmigragio leucocitdria, ¢ um processo ativo que envolve

diversas moléculas (Engelhrdt e Wolburg, 2004).

Inicialmente, uma adesiio fraca ¢ formada por receptores conhecidos como
selectinas, que sdo especializados em se ligar rapidamente a moléculas contendo
oligossacarideos (Adrian e Macay, 2000). Dentre as selectinas existem aquelas que sdo
encontradas em plaquetas e células endoteliais (P-selectinas), somente no endotélio
(E-selectinas) ou aquelas encontradas nos leucocitos (L-selectinas) (Ley e Kansas, 2004,
Andrian e Macay, 2000). Como a ligagdo mediada pelas selectinas € fraca, ocorre sua
dissociagio, permitindo que acontegam novas ligagdes mediadas por selectinas. Este
fendmeno permite que o leucocito, presente na corrente sanguinea, perca velocidade e role

sobre o endotélio (Ley e Kansas, 2004; Andrian ¢ Macay, 2000).

O rolamento do leucdeito sobre o endotélio favorece a ligagio mediada pelas
integrinas que leva a uma adesdo forte entre leuctcito e célula endotelial. O rolamento
leucocitario, aliado & presenga de quimiocinas, ocasiona a ativaglio das integrinas, que
através de uma mudanga conformacional se ligam com uma maior avidez pelo seu ligante
(Imhof ¢ Aurrand-Lions, 2004; Andrian ¢ Macay, 2000). Esta ligagio permite que o
leucocito pare de rolar e chegue 4 junglio endotelial, onde através de diapedese, ele
atravessara o endotélio (Schenkel et al., 2004; Muller, 2003; Andrian ¢ Macay, 2000).

Integrinas sdo glicoproteinas heterodiméricas compostas de 2 cadeias
polipeptidicas transmembranas, denominadas cadeias o e . A subfamilia das integrinas B2
(CD18) ¢ composta por varias moléculas dentre as quais destaca-se a2 molécula LFA-1
composta por uma cadeia ol e uma cadeia 2 (CD112/CD18) (Andrian e Macay, 2000).
Entre as células inflamatérias, neutrofilos, monocitos, linfocitos e celulas NK expressam o
LFA-1, que determina a ligagdo destas células a ICAM-1 expresso pelo endotélio

(Springer, 1990), permitindo a sua transmigragio pelo endotélio vascular com o objetivo de

alcangar o sitio de inflamagio.
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Figura 1- Transmigragdo leucocitaria em vénula pos-capilar em um sitio inflamado. (A) O
leucocito presente no vaso sofre a agio da corrente sanguinea. A E-selectina
presente no endotélio (B) encontra seu ligante na superficie do leucocito (C).
Esta ligagdo € fraca e logo ocorre a dissociagdo entre essas duas moléculas.
Ocorrem novas ligagdes mediadas por selectinas, que também sofrem
dissociagdes, fazendo com que o leucocito role sobre o endotélio (D). Este
rolamento permite que ocorram as ligagdes mediadas pelas integrinas. O
leucocito expressa a integrina LFA-1 (E) que se liga ao ICAM-1 (F) na
superficie do endotélio. Esta ligagdo é forte (G) fazendo com que o leucécito
pare de rolar. A partir de entdo, o leucocito alcanca a jungdo endotelial onde
inicia o processo de diapedese (H).
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ICAM-1 (CD54) é uma glicoproteina usualmente ligada & membrana celular,
citocina—induzivel, expressa normalmente em células de multiplas linkagens em sitios
inflamados (Springer, 1990) e tipicamente encontrada em baixos niveis em cclulas
endoteliais ndo estimuladas (Bevilacqua, 1993). Entretanto, apos algumas horas de
estimulagio com citocinas pro-inflamatorias, como o TNFa, IFNy e IL-1, ICAM-1
torna-se expressa em abundancia no endotélio vascular (Bevilacqua, 1993). Além disso,
ICAM-1 pode ser expressa por outros tipos celulares como linfocttos B, linfocitos T,
monbcitos/ macrofagos e células dendriticas onde, além da adesio, provavelmente
desempenha um papel importante no processo de apresentacdo de antigenos

(Lebedeva et al., 2005; Patarroyo et al., 1990).

1.5- A barreira trofoblistica e o papel de ICAM-1

O trofoblasto que reveste as vilosidades, por ndo expressar antigenos HLA
classicos, forma uma barreira que impede o reconhecimento imune materno dos antigenos
HLA fetais, presentes no estroma viloso e nas células de Hofbauer (Fox, 1997). Além de
proteger a vilosidade do ataque imunologico materno, o trofoblasto é a primeira barreira
fetal encontrada pelo agente infeccioso, que alcanga a placenta por via hematogénica

materna.

As células de origem materna localizam-se no espago interviloso e, para
compor a maioria das células inflamatérias da vilosite, elas devem ultrapassar a barreira

trofoblastica (Labarrere e Faulk, 1995; Redline ¢ Patterson, 1993).

Estudos sobre a participagio da barreira trofoblastica na patogénese da vilosite
placentaria sio raros ¢ realizados principalmente em cultura de tecidos (Garcia-Lloret et al,,
2000; Xiao et al., 1997). Estes trabalhos experimentais mostraram que monodcitos maternos
ativados ¢ aderidos ao sinciciotrofoblasto via [CAM-1 produzem e liberam TNFa que o
fesa através da indugdo de apoptose. Tem sido proposto que a perda do sinciciotrofoblasto,
poT esse mecanismo, seria um Processo importante para o inicio da vilosite placentaria, pois

permitiia a entrada de células maternas para o interior das vilosidades coriais
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(Garcia-Lloret et al., 2000). Em trabalhos anteriores sobre vilosite placentana observou-se
que, justamente nas areas de ruptura trofoblastica havia maior acimulo de células
inflamatérias, sendo que monécitos e linfocitos constituiam boa parte destas células

(Altemani et al., 2000; Altemani, 1992; Labarrere et al., 1990).

A analise da importincia da barreira trofoblastica na modulagio da reacdo
inflamatoria na vilosite de etiologia desconhecida, de etiologia conhecida e Intervilosite,
permite compreender mecanismos que podem estar envolvidos no influxo de células
maternas para o compartimento fetal, a transmissdo vertical de infecgBes durante a

gravidez, além de ajudar a compreender o funcionamento da barreira placentaria.

Introducdo
24



2- OBJETIVOS
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Objetivo geral

Avaliar a expressio de ICAM-1 (molécula 1 de adesfio intercelular) no
trofoblasto viloso, sua relagdo com ruptura trofoblastica, aderéncia de leucocitos, e infiuxo

de células imunes para o estroma viloso em placentas humanas com placentites.

Objetives especificos

a) Determinar se em vilosite de etiologia conhecida, desconhecida ¢
intervilosite ocorre expressio anormal de ICAM-1 na superficie do

sinciciotrofoblasto da vilosidade inflamada.

b) Determinar se a expressdo aumentada de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto esta

relacionada s areas de ruptura trofoblastica e & aderéncia de leucocitos.

¢) Determinar se ha relagdo entre expressdo de ICAM-1 com sinciciotrofoblasto

e influxo de células inflamatérias maternas para o estroma viloso.

Objetivos
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Summary

Although an in vitro study has hypothesized that expression of ICAM-1 by
villous trophoblasts could be important for the influx of maternal immune cells in villitis, it
remains to be shown whether the same phenomenon occurs in human villitis. To investigate
the expression of ICAM-1 by villous trophoblasts, its relationship with rupture of the
trophoblastic barrier and influx of immune cells into the villi, we analyzed
18 paraffin-embedded placentas with placentitis (5 by 7. gondii, 3 by I. cruzi, 2 by
P. brasiliensis and 8 of unknown aetiology - VUE) and 8 control placentas for detection of
ICAM-1 by immunohistochemistry. All cases but one of placentitis showed trophoblast
overexpression of ICAM-1 in the inflamed villi, located almost exclusively next to the
areas of trophoblastic rupture. The villitis cases (caused by T. cruzi, T. gondii and VUE)
presented leukocyte adherence in the areas of trophoblastic rupture. When the inflammatory
reaction was situated in the intervillous space (placentitis by P. brasiliensis), in spite of the
trophoblastic rupture and ICAM-1 overexpression there was no leukocyte influx into willi.
None of the control placentas showed ICAM-1 expression. We concluded that
overexpression of ICAM-1 by villous trophoblasts occurs during placentitis characterized
by accumulation of leukocytes in the villous or intervillous space and probably plays an
important role in the rupture of the trophoblastic barrier. The influx of immune cells into
the villi appears to be mediated by ICAM-1 but the location of the antigen within villous

stroma is certainly a crucial factor for 1ts occurrence.
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Introduction

Chronic villitis may be associated with foetal infections, foetal growth
restrictions or, in less severe cases, it may be asymptomatic. The lesion is characterized by
an inflammatory infiltrate within the substance of the chorionic villi ? due to specific
maternal infections, e.g. rubella, toxoplasmosis, Chagas’ disease etc, but in the majority of
cases it is of unknown aetiology (VUE) °. In both types of villitis (infectious and of
unknown aetiology) it has been demonstrated that most of the immunological cells,
composed mainly of macrophages/ monocytes and T lymphocytes within inflamed villi are
of maternal origin, suggesting that these cells have the capacity to migrate across the
trophoblastic barrier into foetal tissues %3 67 However, the mechanisms involved in the
maternal leukocyte transmigration across this barrier have not been thoroughly

investigated.

Interceliular adhesion molecule-1 (ICAM-1) is a member of the
immunoglobulin superfamily that is inducible in a variety of cell types, including
endothelial cells ¢, Endothelial cell surface ICAM-1 appears to contribute to the adhesion
and transmigration of leukocytes that express its ligand molecule LFA-1 (leukocyte
function-associated antigen-1), such as neutrophils, monocytes, lymphocytes and natural
killer cells . The syncytiotrophoblast (ST), which delimits the villous stroma, has an
endothelial function that enables it to regulate maternal-foetal exchange ! Aberrant
expression of ICAM-1 has been described in cultured syncytiotrophoblast (ST) pretreated
with inflammatory cytokines, which also have the property of increasing the adhesion of
monocytes to ST ', In addition, it has also been shown that monocytes adhering by LFA-1
to placental ST induce TNF alpha dependent apoptosis accompanied by focal disruption of
the trophoblast culture 12 Based on these findings, it has been suggested that focal damage
of the placental barrier could be a route for maternal leukocyte infiltration into the villi and
a possible mechanism of villitis onset 12 However, it has yet to be demonstrated whether

the same phenomena occur in human villitis.

To investigate the expression of ICAM-1 in the villous trophoblasts, its
relationship with rupture of the trophoblastic barrier and influx of immune cells into the

villi, we examined human placentitis with inflammatory infiltrate located within the
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chorionic  villi (villitis) and in the intervillous space (intervillositis) by

immunohistochemistry in paraffin sections.

Materials and Methods
Cases

The study was performed in 26 placentas: 16 with villitis, 2 with intervillositis
and 8 control placentas without inflammation. Villitis was caused by Toxoplasma gondii in
5 cases (3 live births and 2 stillbirths), by Trypanosoma cruzi in 3 (1 live birth and 2
stillbirths) while in 8 cases (all live births) the aetiology was unknown (VUE).
Intervillositis was caused by Paracoccidioides brasiliensis in the 2 cases with this lesion
(1 live birth and 1 stillbirth). In all cases of villitis by T. cruzi and 7. gondii there was
maternal and/or infant evidence of infection and the parasites were identified in the
placentas using immunohistochemical methods. In placentas with VUE neither the mother
nor the infant had clinical or serological evidence of infection by the usual agents that are
investigated during pregnancy (TORCH group, Human immunodeficiency virus and
hepatitis B virus). The placentas were fixed in 10 percent formalin, the blocks embedded in
paraffin and histological sections stained with haematoxylin and eosin. Four of the

. . gy - - - 14
infectious villitis cases were included in previous reports B

Immunohistochemistry

The antibodies used in this study were: anti-CD45RO (IgG2a, clone UCHL-1),
anti-CD20 (1gG2a, clone L26), MAC 387 (IgG1), HAM 56 (IgM), anti-CD15 (IgM, clone
C3D-1), anti-human natural killer cell-like (IgM, HNK1), anti-ICAM-1 (clone 54C04)
(Table 1). Isotypes-matched mouse controls (IgM clone DAK-GOS; IgG1 clone DAK-GOI
and IgG2a clone DAK-GOS from Dakopaits S/A, Denmark) at the same concentrations
were used as negative controls. The specificity of some antibodies deserves comment:
UCHL-1 identifies up to 78% of normal T cells together with macrophages and myeloid
cells '*: 1.26 recognizes normal B cells and follicular dendritic reticulum cells 15 anti-CD15

reacts with granulocytes and dendritic reticulum cells>, MAC 387 recognizes normal

Artigo
31



macrophages and myeloid cells 13 and HAM 56 recognizes macrophages and monocytes.
All antibodies were from Dakopatts S/A, Denmark, except for anti-ICAM-1, which was
from Neomarkers Labvision (Fremont, CA, USA; IgG1, clone 54C04). A second antibody
anti-ICAM-1 (IG2a, sc- 8439, Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) was used to spot

check sections and the obtained results were qualitatively the same as the first.

One paraffin block from each case was chosen for the immunohistochemical
study '°. Briefly, the Sum sections were deparaffinized, hydrated and endogenous
peroxidase activity was quenched by immersion of the slides in 3% hydrogen peroxide. The
antigen retrieval (AR) was achieved by boiling, in a steamer, in citrate buffer (pH: 6.0) or
Tris-EDTA buffer (pH: 8.9) according to the primary antibody used (Table 1). After
cooling, the sections were incubated at 4°C with the primary antibody overnight and then
with the EnVision polymer for 1h at 37°C. Subsequently, sections were stained for Smin at
37°C with 3.3°- diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) and counter-stained with

haematoxylin.

In selected cases, double-labelling immunohistochemical staining was
performed (EnVision doublestain, code K1395, DAKO, SA, Denmark.). A monoclonal
antibody MAC 387 (Table 1) was applied after antigen retrieval using citrate buffer
(pH: 6.0) and incubated overnight at 4°C; detection was achieved using the EnVision anti-
mouse and anti-rabbit polymer HRP (Table 1) and DAB to visualize the binding of the first
antibody. The sections were then incubated with an antibody against [CAM-1 (Table 1) at
4°C overnight. EnVision polymer linked to alkaline phosphatase and fast red as a substrate
chromogen system were used to complete the second immunostaining. The isotype-
matched negative controls did not show coloured-precipitate on the tissue, which indicates

that artifactual staining was minimized.

Analysis of positive cells

Serial tissue sections were used and each of the different antibodies
(anti-CD45RO, HAM 56, MAC 387, anti-CD20, anti-CD15, and anti-NK cells) was
applied on a different section of the same block. Any CD45RO-positive cell was used as

the criterion for villitis. The positive inflammatory cells in affected villi were then counted
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in three different high-power fields. The relative numbers of stained leukocytes were
considered in relation to all inflammatory cells seen for each stained section. The
immunoreactivity was assessed using a five-tiered scale: 0%, 0.1%-20%, 20.1%-40%,
40.1%-60%, 60.1%-80%, and 80.1%-100%.

The reactivity of the trophoblast and endothelial cells for ICAM-1 was not
analysed quantitatively since the number of positive cells was difficult to determine. For
this reason any reactivity to this antibody on the villous trophoblast or foetal vessel was
considered positive, independent of its extension, and its absence as negative. The same
type of analysis was applied to evaluate ICAM-1 reactivity on the villous stromal cells and
leukocytes since in some villi these cells coexisted which made quantitative analysis
difficult.

Results
Placentas with villitis — 16 cases

The inflammatory reaction was diffuse, severe and granulomatous in four
villitis cases (two caused by 7. cruzi and two by T. gondii). In the remaining cases
(one villitis by 7. cruzi, three by T. gondii and eight of unknown aetiology) the villitis was
focal and composed of non-specific chronic inflammatory infiltrate. In all placentas
variable numbers of inflamed villi presented foci of trophoblastic necrosis. In the majority
of these foci, mononuclear cells formed aggregates in the intervillous space around these

points. Apparently they were maternal cells, which migrated to the points of trophoblastic

dismuption.

Immunchistochemical findings: in all cases, the inflammatory infiltrate within
the villous stroma was composed mainly of HAM 56+ macrophages and UCHL-1+ T
lymphocytes (Figure 1). Few NK cells and rare B-lymphocytes were also observed
(Table 2). In the intervillous space, the inflammatory cells located around the sites of
trophoblastic necrosis were mainly MAC 387+ monocytes (Figure 2), followed by CD15+
neutrophils and a small number of T lymphocytes. In some villi, MAC 387+ monocytes
and CD15+ neutrophils also formed a collection of cells below the intact trophoblast. All

the placentas with villitis, except for one case, showed a variable number of inflamed villi
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with ICAM-1 expression on the apical surface of the ST (Table 4) (Figure 3). This
expression was strongly associated with the sites of trophoblastic necrosis and with
adherence of mononuclear cells (Figure 4). In some cases, in addition to the ST other
elements located in the areas of trophoblastic rupture, such as villous stroma, lymphocytes,
macrophages and monocytes also showed ICAM-1 overexpression (Figure 5). Rare villi
without inflammatory infiltrate and the luminal surface of the endothelium of a few foetal

vessels presented ICAM-1 expression in some villitis cases (Table 4).

Placentas with intervillositis — two cases

The two cases of intervillositis caused by P. brasiliensis showed fungi in the
intervillous space enmeshed with leukocytes and fibrin deposits. The villi around this

inflammatory reaction presented trophoblastic rupture and absence of inflammatory cells

within the stroma.

Immunohistochemical study showed that the majority of the leukocytes around

the fungi were MAC 387+ monocytes and CD15+ granulocytes followed by a small
number of HAM 56+ macrophages and T lymphocytes (Table 3) (Figure 6). Expression of
ICAM-1 was observed on the apical surface of the ST adjacent to areas of trophoblastic
rupture in some villi located in the vicinity of the inflammatory reaction caused by the
fungi (Table 4) (Figure 7). However, leukocytes were not found within these villi. In these

cases, the areas without inflammation did not show ICAM-1 expression by the ST.

Normal Placentas — 8 cases

In the control placentas, mononuclear cells positive for UCHL-1, CD20, MAC
387 and CD15 were found in the foetal and/or maternal circulations but not in the villous
stroma. Only a small number of HAM 56+ macrophages were present in the villous stroma

(Table 5). None of the normal placentas showed ICAM-1 expression by the ST or in any

other site.
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Discussion

This study demonstrates for the first time expression of ICAM-1 by trophoblast
in placental villitis using histological sections. This expression is strongly associated with
loss of the trophoblastic barrier and with adherence of mononuclear cells to the denuded
areas. We studied villous inflammation caused by different pathogens. In all cases,
independent of the aetiology, HAM 56+ macrophages and T lymphocytes constituted the
main inflammatory cells within the villous stroma, as previously described ' 1" 1,
Immunohistochemical ICAM-1 expression by the trophoblast was found almost
exclusively in these inflamed villi and was located in the ST around the points of
trophoblastic rupture. In these areas there were collections of MAC 387+ monocytes and
CD15+ granulocytes, followed by few T lymphocytes. These immunomorphological
findings are in agreement with the results shown by Xiao ef a/ (1997) in cultured ST, in
which expression of ICAM-1 was associated with increased adhesion of monocytes and

was cytokine concentration dependent.

Garcia-Lloret ef af (2000) '? demonstrated that monocytes adhered by LFA-1, a
ligand molecule for ICAM-1, provoked focal disruption of the trophoblast culture via
TNF-alpha dependent apoptosis. These authors suggested that these events could be
considered as a possible mechanism for villitis onset because the focal loss of the

trophoblastic barrier would be a route for maternal leukocyte infiltration into the villi.

In our series, all the cases showed villitis at an advanced stage with
proliferation of inflammatory cells (HAM 56+ macrophages and T lymphocytes) within the
villous stroma. In this late phase of the event, ICAM-1 expression by the trophoblast was
also related to trophoblastic rupture and apperance of monocytes MAC 337+ and
gramulocytes in the inflammatory infiltrate within the villi. We believe that the pathogens
that are able to cross the trophoblastic barrier can induce inflammatory reaction and
activation of the immune cells with release of pro-inflammatory cytokines within the
villous stroma. The high concentration of these cytokines at this site could lead to ICAM-1
overexpression by the trophoblast, which then also would initiate the sequence of events
described by Garcia-Lloret ef al (2000)", i.e., maternal monocyte adhesion and focal

necrosis of the trophoblastic barrier. According to our findings, one of the consequences of

Artigo
35



the influx of monocytes and granulocytes into the villi is the enhancement of willous
inflammation, which in turn increases the destruction of the placental parenchyma.
However, as all the cases studied in our series showed villitis at a late phase we cannot
analyse whether ICAM-1 expression plays a role either on villitis onset or on the passage of
the agent through the villous trophoblast. Two recent trophoblast culture studies involving
HIV-1 and human cytomegalovirus placental infection have shown ICAM-1 trophoblastic
overexpression'” % what has led to the hypothesis that trophoblast-ICAM-1 interaction

could also be important for infectious agent transfer across the placental barrier *°.

It also deserves comment that our cases of villitis of unknown aetiology (VUE)
showed features similar to those observed in villitis of infectious origin (caused by
7. gondii and T. cruzi). Two hypotheses have been considered for VUE: an unidentified
infection and an immunologic reaction due to maternal rejection of paternal antigens
exposed within villi %> %%, The similarity of findings in the two studied groups (VUE
and infectious villitis) could support the hypothesis that VUE may result from an infectious
cause 2*. However, we cannot exclude that an inflammation due to an immunologic reaction
could also lead to ICAM-1 trophoblastic expression which then would initiate the sequence

of events described by Garcia-Lloret ez al (2000)**

Another interesting finding in our study was the ICAM-1 overexpression by the
trophoblast in cases with intervillous inflammation provoked by P. brasiliensis.
Apparently, the placenta is an effective barrier against this fungus '3 The fungi remain in
the intervillous space where they are surrounded mainly by macrophages / monocytes and
neutrophils. Only the villi amid the intervillous inflammatory reaction showed trophoblastic
necrosis and ICAM-1 overexpression by ST. Probably macrophages/ monocytes activated

25, 26, 27, 2 .
> ® which are

by the microbial products produced pro-inflammatory cytokines
known to induce endothelial and trophoblastic ICAM-1 overexpression 1 The localized
nature of the loss of the trophoblastic barrier, i.e., only in villi surrounding the cellular
immune response to the fungi in the intervillous space reinforces the findings reported by
Garcia-Lloret ef af (2000) *? in cultured ST. In that study the extent of trophoblast damage
caused by adhering monocytes is a local effect that is roughly proportional to the number of
cells in the area of the lesion. The absence of immune cell influx into the villi in spite of the

disruption of the trophoblastic barrier is another interesting finding in these cases with
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intervillositis. This fact is probably due to the high concentration of inflammatory
molecules in the intervillous space, but not within the villi, as consequence of the
permanence of the infectious agent in this site. Similar to the cases with placentitis by
P. brasiliensis, Plasmodium falciparum-infected placentas also show histological changes
in the intervillous space such as aggregates of infected erythrocytes, perivillous fibrin
deposits, and massive chronic intervillositis %% without influx of maternal immune cells into
the villi . These placentas, similar to those with P. brasiliensis intervillositis, may show

ICAM-1 overexpression by syncytiotrophoblast, monocytes, and other cells 30.31

Finally, in our series we did not find ICAM-1 overexpression in the
trophoblasts of normal placentas. These findings are in agreement with other studies using
immunohistochemistry in formalin-fixed, paraffin-embedded placentas ** *. However,
studies using other approaches have shown weak ICAM-1 expression in the ST** % These

discrepancies may be due to differences in the sensitivity of the methods used.

In conclusion, overexpression of [CAM-1 by villous trophoblasts occurs during
placentitis characterized by accumulation of leukocytes in the villous or intervillous space
and probably plays an important role in the rupture of the trophoblastic barrier. The influx
of immune cells into the villi appears to be mediated by ICAM-1 but the localization of the

antigen within the villous stroma is certainly a crucial factor for its occurrence.

Supported by FAPESP (process number 02/00755-7).
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Table 1: Details of the antibodies used for immunohistochemistry.

Specificity Clone Isotype Dilution Source Buffer (AR}  Polymer

"CD45RO (T cellsy UCHL1  IgGla 1:100 Dako Citrate EnVision anti-mouse/anti-rabbit*
CD20 (B cells) L26 1eG2a 1:50 Dako Citrate EnVision anti-mouse/anti-rabbit
CD15 (neutrophilsy C3D-1 IsM 1:50 Dako Tris-EDTA EnVision+ (Plus) anti-raouse¥
CD54 (ICAM-1) 54C04 I=Gl 1:1¢ Labvision  Citrate EnVision anti-mouse/anti-rabbit
Macrophages HAM 356 IgM 1:50 Dako Citrate EnVision anti-mouse/anti-rabbit
Monocytes MAC 387 1gGl 1:100 Dako Citrate EnVision anti-mouse/anti-rabbit
NK cells NK1 IgM 1:50 Dako Trs-EDTA EnVision+ (Plus) anti-mouse

*EnVision polymer HRP, code K4016, DAKO, SA, Denmark.

+EnVision+ polymer HRP, code K4003, DAKO, SA, Denmark.
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Table 2: Distribution of cases with villitis (caused by 7. cruzi, T. gondii and of unknown
aetiology) according to the percentage of reactive cells to the antibodies UCHL-1,
anti-CD20, HAM 56, NK1, MAC 387 and anti-CD15.

UCHLI1 Anti-CD20 HAMS36 MAC 387 Anti-CD15 NK1

% of reactive celis 16 cases (%) 16 cases (%) 16 cases (%%} 16 cases (%) 16 cases (%) 16 cases (%)

0% 0 14(87.5%) O 5(31.25%) 0(56.25%)  1(625%)
0.1-20% 0 2 (12.5%) 1(6.25%) 6 (37.5%) 4 (25%) 12 (75%)
20.1-40% 8(50%) 0 1 (6.25%) 4 (25%) 3(1875%) 3 (18.75%)
40.160% 6(37.5%) 0 5(3125%)  1(625%) 0 0
60.1-80% 2(12.5%) 0 6 (37.5%) 0 0 0
80.1-100% 0 0 3(1875%) O 0 0

Table 3: Distribution of cases with intervillositis (caused by P. brasiliensis) according to
the percentage of reactive cells to the antibodies UCHL-1, anti-CD20, HAM 56, NKI,
MAC 387 and anti-CD15.

UCHL1  AniCD20 HAMS6 MAC 387 Ant-CDI5 | NK1
% of reactive cells 2 cases (%) 2 cases(%) 2 cases(%) 2cases (%)  2cases(%) 2 cases (%)
0% 0 2 (100%) O 0 0 Z (100%)
0.1-20% 2(100%) O 2 (100%) 1 (50%) 1 (50%) 0
20.140% 0 0 0 0 0 0
40.1-60% 0 0 0 0 0 0
60.1-80% 0 0 0 0 0 0
80.1-100% 0 0 0 1 (50%) 1 (50%) 0
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Table 4: Distribution of villitis cases of known aetiology (caused by 7. cruzi and T
gondii), villitis of unknown aetiology and intervillositis (caused by P. brasiliensis),

according to the presence of cell reactivity to anti-ICAM-1 antibody.

ICAM-1 expression

Case Trophoblast Inflammatery ¢ells  Stroma Foetal Vessel
Villitis of known aetiology
01* + - + -
02 + - + -
03* + - + +
04% - ’ - - -
05* + - - +
p6F + - - -
07 + - + -
08t + - - -
Villitis of unknown actiology
11 + + - +
12 + - - -
13 + + + +
14 + - - -
15 + - - -
16 + - - -
17 + - - -
18 + + + +
ntervillositis
09 + - - +
10 + - - .

+ ; positive reactivity
-: negative reactivity
*: villitis caused by T. gondii

+: villitis caused by T. eruzi
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Table 5: Distribution of control cases according to the percentage of celis reactive to

UCHL-1, anti-CD20, NK1, HAM 56, MAC 387 and anti-CD135 antibodies*.

% of reactive cells UCHLI Anti-CD20 HAMS6 MAC 387 Anti-CD15  NKI1
8 cases (%) 8 cases (%) 7 cases (%) 8 cases (%) 8 cases (%) 8 cases (%)

0% 8 (1000%) 8 (100%) 0 8 (100%) 8 (100%} & (160%)
0.120% ] 0 7 (100%) 0 g 0

20.1-40% 0 0 0 0 0 0
40.1-60% 0 0 0 0 0 0

6(.1-80% 0 0 0 0 0 0
80.1-100% 0 0 0 0 0 0

*In control eases, positive cells for antibodies UCHL-1, anti-CD20, NK 1, MAC 387 and anti-CD135 were found within the
foetal and matemal circulations but not within the villous stroma.
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Figure 1: Villitis caused by 7. cruzi. Note the numerous lymphocytes T UCHL-1+ (A) and
macrophages HAMS56+ (B) within the villous stroma. EnVision System Technique, DAKO,
S.A., Denmark. Bar: 15 pum and 20pum respectively.

Figure 2: MAC 387+ monocytes in villitis caused by 7. gondii. Note the trophoblastic
rupture (between arrows) and the mononuclear cells (brown) forming aggregates in the
intervillous space around this site. EnVision System Technique, DAKO, S.A., Denmark.
Bar: 14 pm.
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Figure 3: Villitis caused by 7. gondii. ICAM-1 is overexpressed on the apical surface of
the syncytiotrophoblast (arrow) next to the areas of trophoblastic necrosis. EnVision
System Technique, DAKO, S.A., Denmark. Bar: 20 pm.

Figure 4: Villitis of unknown aetiology. Monocytes MAC 387+ (brown) are adhered to the
areas of trophoblastic necrosis. Note ICAM-1 overexpression (red) on the apical surface of
the ST next to this area. EnVision System Doublestain Technique, DAKO, S.A., Denmark.

Bar: 12,5 pm.

Artigo
43



Figure 5: Villitis caused by 1. gondii. ICAM-1 is overexpressed in inflammatory cells
(arrowhead) and on apical surface of the ST (arrow), next to the area of trophoblastic
rupture. EnVision System Technique, DAKO, S.A., Denmark. Bar: 15 pm.

Figure 6: Intervillositis caused by P. brasiliensis. The CD15+ granulocytes (brown) are the
most common cells found in this case. The villous stroma is delineated between arrows.
The fungi (arrowhead) and granulocytes are shown in detail at bottom right. EnVision
System Technique, DAKO, S.A., Denmark. Bar: 18 pm.
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Figure 7: Intervillositis caused by P. brasiliensis. Expression of ICAM-1 (arrow) is
observed on ST adjacent to areas of trophoblastic rupture in a villus located next to

inflammatory reaction. The villous stroma is delimited by arrowheads. EnVision System

Technique, DAKO, S.A., Denmark. Bar: 16 pm.
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4- DISCUSSAO
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A vilosite caracteriza-se pela presenca do infiltrado inflamatério no estroma da
vilosidade placentaria (Fox, 1997) e, independente da etiologia, este infilirado ¢ formado
principalmente por um grande namero de histiécitos e linfocitos T (Kapur et al., 2004;

Altemani et al., 2000; Nakamura et al., 1994; Altemani, 1992; Labarrere et al., 1990).

Com relagiio ao subtipo de linfocito T predominante, Labarrere et al. (1990) e
Nakamura et al. (1994), relataram que estes sdo principalmente do subtipo CD4+ (linfocitos
T auxiliares). Entretanto, recentemente, contradizendo estes dados, tanto Kapur et al.
(2004) trabalhando com VED como Altemani et al. (2000} estudando vilosite chagasica
detectaram predominio de linfécitos do subtipo CD8+ (linfécitos T supressores/

citotoxicos) em ambos tipos de lesdes.

Num trabaiho anterior deste grupo, através de imunoistoquimica em placentas
fixadas em formalina ¢ embebidas em parafina, analisou-se o imunofendtipo das células
inflamatérias em vilosites causadas por T. cruzi, T. gondii € de etiologia desconhecida.
Verificou-se que o infiltrado inflamatério estava predominantemente constituido por
histiocitos HAM 56+ e linfocitos T com um predominio de linfécitos CD8+ em relagdo aos
linfocitos CD4+. Os linfocitos B ndo foram identificados ou estavam presentes em
quantidade insignificante (<2%) no infiltrado inflamatério em todos os casos de vilosite
analisados. Na maioria dos casos, o infilirado exibia ainda uma pequena quantidade de
células NK, histiocitos MAC 387+, granulocitos e células positivas para a proteina S-100
(Brito et al., 2005). Nosso trabatho atual com vilosites de diversas etiologias corrobora
esses dados previamente descritos além de verificar que, no espago interviloso, a maioria

das células era composta por monécitos MAC 387+ seguidos por granuldcitos CD15+.

Os nossos achados confirmam que tanto vilosite infecciosa como de eticlogia
desconhecida podem apresentar composigio imunofenotipica semelhante em relagdo ao
infiltrado inflamatério. Acreditamos que esta semelhanca poderia estar de acordo com as
duas hipoteses previamente formuladas: 2) a VED é também de origem infecciosa, porém o
agente nio ¢ detectavel pelos métodos usuais e b) na vilosite infecciosa ha sobreposi¢ao de
resposta imune materna,de tal modo que ela pode se tornar indistinguivel da VED apos

curto tempo de evolugio.
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Alguns estudos tém sugerido que as celulas inflamatorias na vilosite sio de
origem materna (Kapur et al., 2004, Rediline e Pattersor, 1993). Para que estas c€lulas
alcancem o estroma viloso, elas teriam que aderir ao sinciciotrofoblasto e
subsequentemente  atravessa-lo, rompendo a barreira trofoblastica. Assim, o
sinciciotrofoblasto estaria diretamente envolvido na adesdo € migragao das células maternas

para o estroma viloso (Labarrere et al., 2005).

Esta possivel fungdo do sinciciotrofoblasto € semelhante 4 do endotélio que
reveste os vasos. Nestes, sabe-se que as células inflamatorias sdo capazes de atravessa-lo
para alcangarem o sitio de inflamagao (Imhof e Aurrand-Lions, 2004; Abbas ¢ Lichtman,
2003). Este processo ¢ complexo e envolve a participagio de diversas moléculas de adesdo
como selectinas e integrinas. ICAM-1 (molécula 1 de adesio intercelular), uma
glicoproteina ligada 2 membrana, ¢ um dos ligantes para a integrina LFA-1, encontrada em
leucocitos (Springer, 1990). ICAM-1 ¢ expressa pelas células endoteliais vasculares ¢
contribui para uma adesdo forte e, transmigracdo desses lencocitos para os sitios inflamados
(Bevilacqua, 1993). Varias citocinas pro-inflamatorias, entre elas interleucina-1, TNFa ¢
TFNy induzem a expressdo de ICAM-1 em vérios tipos de células (Bevilacqua, 1993). Além
de proporcionar uma adesio forte entre células, a molécula de ICAM-1 origina um
gradiente hapoptético, ou seja, promovem uma migragiio do leucacito em diregdo & regides
com maijor concentragio de ICAM-1, direcionando-o para a jungdo endotelial e,

consequentemente, facilitando a diapedese (Schenkel et al., 2004).

Apesar do amplo conhecimento adquirido no processo de transmigracdo celular
no endotélio, até entdo, pouco se conhecia com relagdo ao processo no trofoblasto viloso.
Estes estudos baseavam-se em experimentos in Vifro que demonstraram que o©
sinciciotrofoblasto também é capaz de expressar em I[CAM-1. Xiao et al. (1997) detectaram
que esta expressdo estava associada ac aumento de adesdo de mondcitos, alem de ser
dependente da concentragio de citocinas. Posteriormente, Garcia Loret et al. (2000)
verificaram que monécitos aderidos por LFA-1, provocavam uma ruptura focal da cultura
de trofoblasto através de apoptose TNFa-dependente. Estes autores sugeriram que estes
eventos poderiam ser considerados um mecanismo possivel na patogenia da vilosite, pois a

perda focal da barreira trofoblastica poderia ser uma rota para a infiltragéo de leucocitos
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para dentro da vilosidade placentaria. Corroborando com esta hipotese, vilosidades nao
inflamadas aparentemente nfio expressam Ou eXpressam em menor guantidade moléculas de
ICAM-1 (Labarrere et al., 2005; Sartelet at al., 2000; Maubert et al., 2000}.

Na literatura, pela primeira vez, nossos trabalhos e o de Labarrere et al {2005)
mostraram quase que simultaneamente a super-expressio de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto
de vilosidades inflamadas em cortes histolégicos. Nos nossos casos, a expressdo de
ICAM-1 ocorreu quase que exclusivamente nas vilosidades inflamadas e ela estava
localizada principalmente em trechos do sinciciotrofoblasto adjacentes & perda da barreira

trofoblastica e associada com aderéncia de células mononucleares.

A expressio de moléculas de adesdo no sinciciotrofoblasto da placenta humana
tem algumas implicacdes relevantes. Patogenos que sio capazes de cruzar a barreira
trofoblastica podem induzir uma reagao inflamatdria e ativagio de células imunes com a
liberagio de citocinas pro-inflamatorias dentro do estroma viloso. A alta concentragdo
destas citocinas neste local poderia levar ao aumento da expressdo de ICAM-1 pelo
trofoblasto permitindo uma infecgdo direta do trofoblasto ou a migragio das células
maternas infectadas para dentro do estroma viloso (Labarrere et al., 2005; Pfaff et al,
2005). A expressdio de ICAM-1 pelo sinciciotrofoblasto poderia também permitir uma
adesio forte dos leucécitos maternos mononucleares ao trofoblasto, o que facilitaria o seu
dano, migracdo celular, reconhecimento alogénico ou reagdo de rejeigdo aos tecidos fetais

(Labarrere et al., 2005).

De acordo com nossos achados, uma das conseqiiéncias do influxo de
mondcitos, linfocitos e granuléeitos, na vilosidade, é o aumento da inflamagio vilosa, o
qual , por sua vez, aumenta a destrui¢do do parénquima placentario. Porém, como em todos
0s N0sSOs Casos a vilosite estava em um estagio tardio, ngo nos foi possivel analisar se a
expressio de ICAM-1 teve participagdo no surgimento da vilosite ¢/ ou na passagem do

agente infeccioso (7 cruzi ¢ T. gondii) através do trofoblasto viloso.

Estudos recentes com cultura de trofoblasto envolvendo infecgo placentaria
causada por HIV-1 e citomegalovirus humano mostraram aumento da expressio de

ICAM-1, sugerindo que a interagdo trofoblasto-ICAM-1 poderia também ser importante
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para a transferéncia do agente infeccioso pela barreira placentaria (Chan et al., 2004,

Arias et al., 2002).

Outro achado interessante do nosso estudo fol que o aumento da expressdo de
ICAM-1 pelo trofoblasto nos casos com inflamagdo intervilosa provocada por
P. brasiliensis. Aparentemente, a placenta é uma barreira efetiva contra este fungo, que
permanece no espago interviloso circundado principalmente por macrofagos/ mondcitos e
neutrofilos, sem envolvimento do estroma viloso. Nos nossos casos, somente a vilosidade
localizada proxima a reagio inflamatoria intervilosa mostrava necrose do trofoblasto e
aumento da expressio de ICAM-1 pelo sinciciotrofoblasto residual. Esses achados sugerem
que macrofagos e mondcitos ativados pelos fungos no espago interviloso produzem
citocinas pro-inflamatorias, as quais induziriam o aumento da expressio de ICAM-1 no
sinciciotrofoblasto. A natureza localizada da perda da barreira trofoblastica, ou seja,
somente na vilosidade localizada proxima a resposta inflamatéria desencadeada pelo fungo
no espago interviloso reforga os achados reportados por Garcia-Lloret et al. (2000) em
cultura de trofoblasto. Estes autores mostraram que o dano do trofoblasto provocado pelos
monécitos aderidos ¢ um efeito local proporcional ao nimero de células na 4rea da lesdo.
Nos nossos casos com intervilosite por P. brasiliensis, a auséncia de influxo de celulas
imunes para dentro da vilosidade, apesar da ruptura da barreira trofoblastica, ¢ um outro
achado interessante, uma vez que questiona o papel do sinciciotrofoblasto como “barreira™
que previne o estroma viloso da invasdo de células maternas. Este fato ¢ provavelmente
devido 2 alta concentragio de moléculas inflamatorias no espago interviloso, mas nao
dentro da vilosidade, como uma conseqiiéncia da infecgdo pelo agente neste local

(Sartelet et al., 2000; Sugiyama et al., 2001).

A semelhanca do P. brasiliensis, o parasita P. falciparum também provoca
alteragbes no espago interviloso (intervilosite) mas ndo invade o estroma das vilosidades
coriais (Ordi et al, 1998). No espago interviloso, o P. falciparum & circundado por
agregados de eritrocitos, deposito de fibrina perivilosa ¢ macrofagos/ mondcitos porém,
sem influxo de células imunes maternas para dentro da vilosidade (Ordi et al., 1998). Essas
placentas, do mesmo modo que aquelas com intervilosite por P, brasiliensis, também
podem mostrar aumento da expressdo de ICAM-1 no sinciciotrofoblasto, nos mondécitos e

em outras células (Sugiyama et al, 2001; Sartelet et al., 2000)
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Baseados nos nossos achados, acreditamos que o aumento da expressdo de
ICAM-1 pelo trofoblasto viloso pode ser provocado pela inflamagdo infecciosa tanto vilosa
como intervilosa. Entretanto, esta super-expressdo ndo estd necessariamente associada ao
influxo de células inflamatorias para o interior da vilosidade, embora provavelmente exerga
um papel importante na ruptura da barreira trofoblastica. Apesar do influxo de células
imunes para a vilosidade ser aparentemente mediado por ICAM-1, a localizagdo do
antigeno dentro do estroma viloso € certamente um fator crucial para que isto ocorra. As

figuras 2 e 3 ilustram as nossas hipoteses:

Espaco Interviloso

L
,“ | X ’

Figura 2: Expressio de ICAM-1 na vilosite: Antigenos paternos ou provenientes de
microrganismos desencadeiam um processo inflamatorio local que leva a expressio de
ICAM-1 pelo trofoblasto (A). Células maternas (mondcitos/ macréfagos) no espaco
interviloso se ligam a molécula de ICAM-1 (B). Elas liberam citocinas, entre elas
TNF-0(C) que aumentam ainda mais a expressdo de ICAM-1 (D) e provocam necrose do
trofoblasto (E). A perda da barreira trofoblastica permite que as células inflamatorias

migrem, seguindo um gradiente de concentragdo de quimiocinas, para o estroma viloso (F).

Discussdo
33



Figura 3: Expressio de ICAM-1 na intervilosite: Antigenos provenientes do P. brasiliensis
desencadeiam um processo inflamatério interviloso que leva a expressdo de ICAM-1 pelo
trofoblasto das vilosidades vizinhas (A). Os mondcitos/ macrofagos maternos no espaco
interviloso se ligam a molécula de ICAM-1 (B). Estas células liberam citocinas, entre elas
TNF-a (C) que levam a maior expressio de ICAM-1 (D) e necrose do trofoblasto (E).
Apesar da perda da barreira trofoblastica, ndo ha migrago de células inflamatorias para o
estroma viloso, uma vez que a grande concentragio de quimiocinas esta fora da
vilosidade (F).
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5- CONCLUSAO
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(A)

(B)

©

Tanto em vilosite de etiologia conhecida, desconhecida como intervilosite
ha expressdo anormal de ICAM-1 na superficie do sinciciotrofoblasto da

vilosidade inflamada.

A expressio anormal de ICAM-1 ocorre predominantemente em areas
adjacentes & ruptura trofoblastica e estd associada a aderéncia de

leucdcitos, que sio principalmente mondcitos.

Apesar da expressdo de ICAM-1 ocorrer em areas de ruptura trofoblastica
(tanto em vilosites como em intervilosites), a localiza¢do do antigeno €
crucial para que ocorra influxo das células imunes maternas para ©
estroma da vilosidade inflamada, pois nos casos de intervilosite, mesmo
com a perda da barreira trofobléstica, os leucocitos maternos permanecem

no espago interviloso.
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