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Resumo

A endotelina é um peptideo vasoconsttictor potente que possui funcoes
angiogénicas, mitogénicas e neurotroficas. Neste estudo procurou-se
quantificar os niveis de Endotelina —1 (ET-1) em vilos coriénicos
placentarios e no amnio de placentas de fetos gemelares, cujas maes
submeteram-se a reproducio assistida e fecundag¢do espontanea. Foram
colhidas oito amostras de placentas, que apds o delivramento placentatio,
foram colocadas em nitrogénio liquido e, posteriormente, congeladas e
mantidas 2 —80°C até o processamento por ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Os niveis de concentragdo de ET-1 em amostras de vilos
cotibnicos de placentas de fetos gemelares vatiaram de 0,52 2 0,70fmol/
ml, enquanto que de fetos tnicos vatiou de 0,47 a 0,86fmol/ml. A
mesma determinacio em amostras de amnio de placentas de gemelares
vatiou de 0,61 a 1,16 fmol/ml, enquanto que de fetos tinicos vatiou de
0,65 a1,04fmol/ml. Estes achados indicam que em vilos coti6nicos, os
niveis de concentragio de ET-1 ndo variaram entre gemelares e fetos
unicos. No amnio, os nfveis de ET-1 sio mais elevados em gemelares que
em fetos unicos, dados que sugerem que o amnio ¢é a principal fonte de
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ET-1 presente no liquido amniético.
Introducao

A interface materno-fetal consiste a
placenta, que é detivada do trofoblasto. As
membranas extra-embrionarias compreendem
o amnio, o alantdide e o saco vitelinico. O
complexo placentario, o qual consiste da
placenta e o corio, é€ formado para um esforco
cooperativo entre os tecidos extra-
embrionarios e tecidos endomettriais.

O desenvolvimento fetal depende do
rapido acesso a circulacio materna pela
formagio da placenta, um processo que
requer uma série de eventos envolvendo
células especializadas fetais e maternas. A
invasio da decidua materna e parede das

arterfolas espirais pelo trofoblasto é um
componente primdario da placentagdo
humana.! Este complexo sistema de
vasculariza¢do ¢ responsavel pela ampla
flexibilidade do controle do fluxo através do
vilo e constitui, provavelmente o mecanismo
que assegura um o6timo fluxo para as
transferéncias materno-fetais ¢ a Endotelina
¢ fundamental para o estabelecimento deste
fluxo, pois é um peptideo vasoconstrictor que
desempenha importantes fun¢oes nos 6rgaos
genitais femininos, pois ¢ um potente
contrator do musculo liso presente no utero
e pode reduzir o fluxo placentario através
de suas propriedades vasoconstrictoras. O
liquido amnidtico também contém
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Endotelina-1 (ET-1) (Figura 1), a qual
provavelmente é originaria das células
amnidticas.? Acredita-se que a ET-1 na
placenta humana atue na regulacio do
desenvolvimento das células mesenquimais
placentarias e controle do fluxo sangtineo
placentario. Portanto é muito importante o
estudo da ET-1 na placenta e membranas
fetais e sua correlacio anitomo-enddcrina na
regulagdo neuro-hormonal do fluxo
placentario. Assim, o objetivo deste trabalho
foi quantificar a Endotelina-1 (ET -1) em
membranas placentirias humanas (corio e
amnio), obtidas de partos gemelares e/ou
unicos apods técnica de fertilizagao assistida,
por métodos de fertilizacdo ‘% vitro” ou
inseminagao intra-uterina, e também de partos
espontaneos, resultando em fetos tnicos.

Materiais e Métodos

Neste trabalho foram utilizadas oito
placentas de mulheres, sendo quatro de
partos gemelares e uma de parto com feto
unico de mulheres submetidas a tratamentos
para infertilidade, e técnica de fertilizacdo i
vitro e/ou inseminacio intra-uterina,
realizadas no Centro de Reproducgio
Humana (Clinica Génesis - Brasilia -DF), e
trés placentas obtidas de partos, cujas
mulheres engravidaram espontaneamente. As
pacientes foram submetidas a cesariana, e
imediatamente ap6s o delivramento
placentario, as amostras de vilos coridnicos
e amnio foram colhidas, as quais foram
congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80°C até o
processamento. Para a deteccdo da
Endotelina-1 diretamente nos vilos
coribnicos e amnio, foi utilizado o kit
Endothelin (1-21) [Kit Endothelin (1-21)
Biomedica Group® - Austria], composto
por um anticorpo policlonal purificado com
alta imuno-afinidade e um anticorpo
monoclonal de deteccao, ambos especificos
para Endotelina (1-21). A analise estatistica
dos resultados foi executada mediante o teste
“t” Student, com significancia de p>0,05.

Apolindrio, A. V.etal.

Resultados
Obtencao da curva padrao

A obtencio da curva padrio foi
determinada pela diluicio em série da
Endotelina-1, onde a leitura de absorcao foi
determinada com um leitor de ELISA cuja
Densidade Optica (DO) foi de 450 nm. A
leitura de absorbancia encontra-se na tabela
1, e a curva padrdo na figura 1. Apds a
leitura das absorbancias determinaram-se as
concentracoes de Endotelina-1 em todas as
amostras empregadas, relacionadas no
quadro 1. O estudo da concentra¢io de
Endotelina-1 nos vilos coriénicos de
gestacdo de gemelares revelou o valor
minimo de 0,52 fmol/ml e maximo de 0,70
fmol/ml com média de 0,60 fmol/ml
representadas na tabela 2 e figura 2. Ja a
concentracao de Endotelina-1 em vilos
corionicos de gestacdo de fetos unicos
demonstrou o valor minimo de 0,47 fmol/
ml e maximo de 0,86 fmol/ml, com média
de 0,72 fmol/ml (Tabela 2 e Figura 2). Nao
houve diferenca significativa quanto aos
niveis de concentracio de Endotelina-1 nos
vilos coridnicos quando comparadas as
amostras de gestacao gemelar cujas mulheres
submeteram-se a fecundacio assistida e
amostras de gestacdo de fetos unicos
procedentes de fecundagio espontianea. O
estudo da concentracio de Endotelina-1 em
amostras de amnio de gestacoes de gemelares
detectou o valor minimo de 0,61 fmol/ml
e valor maximo de 1,16 fmol/ml, com
média de 0,81 fmol/ml (Tabela 3 e Figura
3). Ja a concentragdo de Endotelina-1 em
amostras de amnio de gestacdo dnica
demonstrou o valor minimo de 0,65 fmol/
ml e maximo de 1,04 fmol/ml, com média
de 0,84 fmol/ml (Tabela 3 e Figura 3). Nao
houve diferenca significativa quanto aos
niveis de concentracio de Endotelina-1 no
amnio quando comparadas as amostras de
gemelates cujas mulheres submeteram-se a
fecundacao assistida e amostras de fetos
unicos procedentes de fecundacio
espontinea. Apesar de ndo haver diferenca
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significativa entre as concentragdes de
Endotelinas-1, notou-se que o desvio padrao
nos vilos é mais baixo que aquele
determinado no amnio.

Discussao

A localizagdo da ET-1 foi investigada
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por Ferré’ et al. e Malassiné’ et al. em culturas
de células trofoblasticas e placentas de termo
humana. A imunoreatividade para ET-1 foi
determinada no endotélio dos vasos e no
sinciciotrofoblasto dos vilos. Os autores
registraram que a principal fonte de ET-1 sao
os trofoblastos, exercendo uma funcio
endécrina da placenta, tendo um papel

Tabela 1
Concentragao da Endotelina-1 (fmol/ml) nos vilos coridnicos de placentas de fetos gemelares resultantes de fecundagao assistida
Concentragio de Amplitude | Amplitude | Desvio
N Média
Endotelina-1 (Vilos**) (minima) | (minima) |Padrio
Gestagao gemelar 3 0,60 0,52 0,70 0,07
Gestac¢io unica 3 0,72 0,47 0,86 0,13

** = 194, p>0,05

Tabela 2

Concentragao de Endotelina-1 (fmol/ml) no amnio de placentas de fetos gemelares resultantes de fecundagao assistida e de gestacao tinica com

fecundagdo espontanea

Concentragio de Amplitude | Amplitude | Desvio
N | Média
Endotelina-1 (Vilos**) (minima) (minima) | Padrio
Gestagiao gemelar 3 0,81 0,61 1,16 0,25
Gestagao unica 3 0,84 0,65 1,04 0,15

**+ = 0,31;p>0,05

Quadro 1

Dados clinicos das pacientes e concentragdo de Endotelina-1 (fmol/ml) determinadas nas amostras de amnio e vilos corionicos

Amostras Feto Fertilizagio Causa da Parto | Idade da mac | Idade fetal ET-1- | ET-1-Vilos
Infertilidade (semanas) | Amnio [ (fmol/ml)
(fmol/ml)
V1AL Gemelar In vitro Fator masculino 2 38 38 0,65 0,53
VIAT Gemelar Tnvitro Fator masculino | 22 38 38 0,7 0,52
V2A2 Gemelar In vitro Fator masculino 2 38 38 0,63 0,6
V2A2 Gemelar In vitro Fator masculino 2 38 38 0,61 0,7
V4A4 Gemelar Inseminagio Fator lo 30 30 0,67 0,64
intra-uterina | masculino/endo
metriose
VaAd Gemelar Tnseminagio | Fator o 30 30 T 0,86
intra-uterina | masculino/endo
metriose
V10A10 Gemelar In vitro Fator ovariano 1 43 43 1,16 0,63
VIOATO Gemelar Tn vitro Fator ovariano | 1 g 3 T 0,63
V5AS Unico Tnseminagio | Fator masculino | 1 34 E] 0,83 5]
intra-uterina
V5AS Unico Tnseminagio | Fator masculino | 1 34 E] 0,82 0,95
intra-uterina
VOAY Unico Espontanco | Nenhum > 39 39 0,65 0,86
VRO Unico Espontanco | Nenhum B 39 39 0,73 0,73
V7AT Unico Espontanco | Nenhum E 35 3 0,85 0,76
V7AT Unico Espontaneo Nenhum 30 35 35 0,7 0,76
VITATT Unico Espontanco | Nenhum > 32 2 1,04 0,47
VITATT Unico Espontanco | Nenhum > 32 2 T 0,73
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R2=0,97

Densidade Optica (450 nm)

DO=0,233*Concentragao de Endotelina +0,0796
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Figura 1

Curva padrao da densidade ptica emrelagao a concentragao de Endotelina-1 (fmol/ml)
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Figura 2

Concentragao de Endotelina-1 nos vilos coridnicos de placentas de fetos gemelares resultantes de fecundagao assistida e de gestacao tinicacom

fecundagao espontanea (p>0,05)

regulador autéerino. Ja nos vilos placentarios,
a proximidade entre o endotélio vascular e as
células musculares revelaram um modo de
acao paracrino da ET-1. Estas caracteristicas
de regulacdo de ET-1 em uma via autocrina e
paracrina também foram determinadas por
Robaut® et al. Em nossos estudos,
empregamos os vilos coridnicos em sua
totalidade, e nossos achados indicam as
concentracoes minima e maxima de ET-1
nestes tecidos. Uma vez que as endotelinas
atuam no processo de crescimento, a ET-1,
seguramente, desempenha importante papel
fisiol6gico nos diferentes processos envolvidos
na complexa relacio entre o desenvolvimento
fetal e placentario durante a gestagao.
Fischili® et al. trabalharam com
preparagdes de placenta total, utilizando um

volume total de 10g do tecido original, com
metodologia parecida com a que
empregamos. O limite de detec¢ao definida
por 10% de inibi¢do de endotelina ligante
encontrado pelos autores foi de 10 pM ou 13
pg (5 fmol) por tubo de ensaio, e nio
destacaram o tipo de endotelina pesquisada.
Em nosso estudo, diferentemente, detectamos
a presenca especifica de ET-1, o que pode
justificar maior precisao de nossos resultados,
onde trabalhamos com fmol/ml,
empregando 20mg de vilos coridnicos.
Myatt” e Myatt® et al. assinalaram a
presenca de ET-1 nos vasos feto-placentarios,
na concentra¢io de 0,8-10pmol/ml, enquanto
Fant, Nanu e Word’ determinaram niveis de
0,1-10 pmol/ml em cultura de fibroblastos
placentarios. Estas informagcoes indicam que
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a concentracao de ET-1 nos vasos feto-
placentarios determinada pelos autores é
muito menor que os niveis determinados em
nosso estudo, nos vilos cotridnicos.

Os estudos para deteccao de ET-1 em
vilos de placenta de termo, realizados por
Hemsén'" et al. detectaram valores de 409+
09 fmolg' em amostras de placenta, e em
amostras de amnio estes valores foram de
1416+177 fmolg". Estes dados estio em
concordancia com aqueles por nods
encontrados, tanto em placentas de fetos
gemelares, quanto em placentas de fetos inicos
cuja fecundacio foi espontanea. Entretanto,
os niveis de ET-1 no amnio de placenta de
fetos gemelares foram determinados em valor
méaximo de 1,16 fmol/ml, enquanto que no
amnio de fetos unicos, o valor maximo foi
de 1,04 fmol/ml. Portanto, em amnio de fetos
gemelares provenientes de fecundagoes
assistida, os nfveis foram mais altos que no
amnio de fetos de gestacio tnica.

A presenca de ET-1 no amnio foi
detectada por Sunnergren'' et al,, indicando
que estas membranas avasculares também sao
fonte de ET-1, dado que confirmamos em
nosso expetimento.

As concentracoes de ET-1 em células
de cultura, pesquisadas por Mitchell'* et al.,
indicam que os valores de ET-1 variaram de
0,1 - 100 pmol/ml. Em nossos achados, os
niveis de ET-1 no amnio variaram de
0,61fmol/ml a 1,16 fmol/ml para fetos
gemelares e de 0,65fmol/ml a 1,04 fmol/ml
para fetos Gnicos. Portanto, nossos dados estio
em contraste com aqueles apresentados pelos
autores citados.

Os niveis de ET-1 foram medidos em
tecidos placentarios homogeneizados de
gestacdo de termo, amnio e corio por Van
Papendorp' et al. que detectaram niveis
significativamente maiores no amnio que no

Abstract

The endothelin is a potent vasoconstricor that possess angiogenic,
mitogenic and neurotrophical functions. In this study we aimed to
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cério (amnio - 249+13fmol/g; corio
190+1fmol/g). Estes dados entram em
concordancia com os niveis determinados em
nossa pesquisa, que revelaram concentragoes
maiores no tecido amniético que nos vilos
corionicos. Entretanto, a concentracio de ET-
1 no amnio foi maior nas amostras de placentas
de fetos gemelares que nas amostras de fetos
unicos, enquanto a concentracao de ET-1 nao
diferiu significativamente entre as amostras de
vilos de fetos gemelares e as de fetos unicos.

Janiaux'* et al., Mondon® et al. e
Mondon, Anouar e Ferré!'® detectaram a
presenca de ET-1 em tecido de vilos corinicos
durante o primeiro trimestre de gestacao. Este
mesmo tipo de Endotelina foi por noés
caracterizado nas placentas de partos gemelares
e de partos unicos em placentas de termo.

Conclusoes

1)Nao houve diferenca significativa na
concentracao de Endotelina-1 nos vilos
corionicos quando comparados os valores
em vilos de placentas de gemelares
provenientes de fecundagdo assistida e os
niveis de Endotelina-1 em vilos coriénicos
de fetos gerados apds fecundagido
espontinea. Este dado é um forte indicativo
que os niveis de Endotelina-1 independem
do tipo de fecundagio, visto que se
asseguram as trocas materno-fetais.

2)Nao houve diferenca significativa na
concentracao de Endotelina-1 no amnio
quando comparados os valores em amnio
de placentas de gemelares provenientes de
fecundacio assistida e os niveis de
Endotelina-1 em amnio de fetos gerados
ap6s fecundacgao espontanea. Entretanto, os
nfveis de Endotelina-1 presente no amnio de
fetos gemelares foram mais elevados que os
niveis apresentados no amnio de fetos Gnicos.

Key-words:
Human placenta.
Endothelin-1.
Fetal membranes.
Twin birth.

quantify the Endothelin-1 (E'T-1) levels in chorionic placental villi and
amnion of placentae of twins childbirths whose women were submitted
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to an assisted pregnancy and spontaneal fecundation. Were collected 08
placental samples. After the placental delivery the samples had been
placed in liquid nitrogen and later in a —80°C until the Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) technique. The concentration levels
of ET-1 in samples of chorionic villi in twins placentae varied from
0,52 to 0,70 fmol/ml, while in chotionic villi single gestation varied
from 0,47 to 0,86 fmol/ml. The same determination in samples of
amnion of twins placentae varied from 0,65 to 1,16 fmol/ml, while in
single gestation varied from 0,65 to 1,04 fmol/ml. These findings
suggests that in the chotionic villi the levels of ET-1 didn’t vary between
twins and single gestation. In the amnion the levels of ET-1 are higher
in twins than in single gestation, suggesting that the amnion is the

Apolindrio, A. V.etal.

source of ET-1 in the amniotic fluid.

Referéncias

—_

.DIVYA, P. et al. Differential activity of cathepsin-L in
human placenta at two different stages of gestation.
Placenta, v. 23, p. 59-64, 2002.
2.SAGAWA, N. A study on the regulation of intrauterine
milieu by bioactive substances af fetal origin in the
human amniotic fluid - the analysis of interactions
among amnion, chorion laeve, and decidua vera
tissues. Nippon Sanka Fujinka Gakkai Zasshi, v. 46,
n. 8, p. 686-696, 1994.

3.FERRE, F. et al. Endothelin-1 binding sites and
immunoreactivity in the cultured human placental
trophoblast- evidence for an autocrine and pacrine
role for endothelin-l. Journal of Cardiovascular
Pharmacology, v. 22, Supplement 8, p. $214-218,
1993.

4.MALASSINE, A. et al. Localization and production of
immunoreactive endothelin-1 in the trophoblast of
human placenta. Cell Tissue Research, v. 271, n. 3,
p. 491-497, 1993.

5.ROBAUT, C. et al. Regional distribution and
pharmacological characterization of [125]]
endothelin-1 binding sites in human fetal placental
vessels. Placenta, v. 12, p. 55-67, 1991.

6.FISCHILI, W.; CLOLZEL, M.; GUILLY, C. Specific
receptor for endothelin on membranes from human
placentas. Characterization and use in a binding assay.
Life Sciences, v. 44, p. 1429-1436, 1989.

7.MYATT, L. Control of vascular resistance in the human
placenta. Placenta, v. 13, n. 4, p. 329-341, 1992.

8.MYATT, L. etal. Endothelin-1 induced vasoconstriction
is not mediated by thromboxane release and action in
the human fetal-placental circulation. American
Journal of Obstetrics and Gynaecology, v. 165, p.
1717-1722, 1991.

9.FANT., M. E.; NANU, L.; WORD, R. A. A potential
role for endothelin-1 in human placental growth:
interactions with the insulin-like growth factor family
of peptides. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, v. 74, n. 5, p. 1158-1163, 1992.

10.HEMSEN, A. et al. Characterization, localization and

actions of endothelins in umbilical vessels and placenta

of man. Acta Physiologica Scandinavica, v. 143, p. 395-

404, 1991.

T11.SUNNERGREN, K. P.; WORD, R. A.;SAMB ROOK,
J. F.; MACDONALD, P. C.; CASEY, M. K. Molecular
and cellular endocrinology, v. 68, p. R-7-R14, 1990.

12.MITCHEL, M. D. et al. Actions of endothelin-1 on
prostragiandin production gestational tissues.
Prostaglandins, v. 40, n. 6, p. 627-635, 1990.

13.VAN PAPENDORP, C. L. et al. Localization and
endogenous concentration of endothelin-like
immunoreactivity in human placenta. Journal of
Endocrinology, v. 131, n. 3, p. 507-511, 1991.

14.JANIAUX, E. et al. Placental endothelin gene
expression and endothelin concentration in fetal fluids
of the first trimester gestational sac. Molecular Human
Reproduction, v. 6, n. 8, p. 758-762, 2000.

15.MONDON, F. et al. Biochemical characterization
and autoradiographic localization of [1251] endothelin-
1 binding sites on trophoblast and blood vesseis of
human placenta. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, v. 76, n. 1, p. 237-244, 1993.

16.MONDON, F.; ANOUAR, A_; FERRE, F. Endothelin
receptor subtypes in the microvillous trophoblastic
membrane of early gestation and term human
placentae. European Journal of Endocrinology, v.
139, n. 2, p. 231-237, 1998.





