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Introdução

A interface materno-fetal consiste a
placenta, que é derivada do trofoblasto. As
membranas extra-embrionárias compreendem
o âmnio, o alantóide e o saco vitelínico. O
complexo placentário, o qual consiste da
placenta e o cório, é formado para um esforço
cooperativo entre os tecidos extra-
embrionários e tecidos endometriais.

O desenvolvimento fetal depende do
rápido acesso à circulação materna pela
formação da placenta, um processo que
requer uma série de eventos envolvendo
células especializadas fetais e maternas. A
invasão da decídua materna e parede das

arteríolas espirais pelo trofoblasto é um
componente primário da placentação
humana.1 Este complexo sistema de
vascularização é responsável pela ampla
flexibilidade do controle do fluxo através do
vilo e constitui, provavelmente o mecanismo
que assegura um ótimo fluxo para as
transferências materno-fetais e a Endotelina
é fundamental para o estabelecimento deste
fluxo, pois é um peptídeo vasoconstrictor que
desempenha importantes funções nos órgãos
genitais femininos, pois é um potente
contrator do músculo liso presente no útero
e pode reduzir o fluxo placentário através
de suas propriedades vasoconstrictoras. O
líquido amniótico também contém

Resumo

A endotelina é um peptídeo vasoconstrictor potente que possui funções
angiogênicas, mitogênicas e neurotróficas. Neste estudo procurou-se
quantificar os níveis de Endotelina –1 (ET-1) em vilos coriônicos
placentários e no âmnio de placentas de fetos gemelares, cujas mães
submeteram-se à reprodução assistida e fecundação espontânea. Foram
colhidas oito amostras de placentas, que após o delivramento placentário,
foram colocadas em nitrogênio líquido e, posteriormente, congeladas e
mantidas à –80oC até o processamento por ensaio imunoenzimático
(ELISA). Os níveis de concentração de ET-1 em amostras de vilos
coriônicos de placentas de fetos gemelares variaram de 0,52 a 0,70fmol/
ml, enquanto que de fetos únicos variou de 0,47 a 0,86fmol/ml. A
mesma determinação em amostras de âmnio de placentas de gemelares
variou de 0,61 a 1,16 fmol/ml, enquanto que de fetos únicos variou de
0,65 a 1,04fmol/ml. Estes achados indicam que em vilos coriônicos, os
níveis de concentração de ET-1 não variaram entre gemelares e fetos
únicos. No âmnio, os níveis de ET-1 são mais elevados em gemelares que
em fetos únicos, dados que sugerem que o âmnio é a principal fonte de
ET-1 presente no líquido amniótico.
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Materiais e Métodos

Neste trabalho foram utilizadas oito
placentas de mulheres, sendo quatro de
partos gemelares e uma de parto com feto
único de mulheres submetidas à tratamentos
para infertilidade, e técnica de fertilização in
vitro e/ou inseminação intra-uterina,
realizadas no Centro de Reprodução
Humana (Clínica Gênesis - Brasília -DF), e
três placentas obtidas de partos, cujas
mulheres engravidaram espontaneamente. As
pacientes foram submetidas à cesariana, e
imediatamente após o delivramento
placentário, as amostras de vilos coriônicos
e âmnio foram colhidas, as quais foram
congeladas em nitrogênio líquido e
armazenadas em freezer a -80°C até o
processamento. Para a detecção da
Endotelina-1 diretamente nos vilos
coriônicos e âmnio, foi utilizado o kit
Endothelin (1-21) [Kit Endothelin (1-21)
Biomedica Group® - Áustria], composto
por um anticorpo policlonal purificado com
alta imuno-afinidade e um anticorpo
monoclonal de detecção, ambos específicos
para Endotelina (1-21). A análise estatística
dos resultados foi executada mediante o teste
“t” Student, com significância de p>0,05.

Endotelina-1 (ET-1) (Figura 1), a qual
provavelmente é originária das células
amnióticas.2 Acredita-se que a ET-1 na
placenta humana atue na regulação do
desenvolvimento das células mesenquimais
placentárias e controle do fluxo sangüíneo
placentário. Portanto é muito importante o
estudo da ET-1 na placenta e membranas
fetais e sua correlação anátomo-endócrina na
regulação neuro-hormonal do fluxo
placentário. Assim, o objetivo deste trabalho
foi quantificar a Endotelina-1 (ET -1) em
membranas placentárias humanas (cório e
âmnio), obtidas de partos gemelares e/ou
únicos após técnica de fertilização assistida,
por métodos de fertilização “in vitro” ou
inseminação intra-uterina, e também de partos
espontâneos, resultando em fetos únicos.

Resultados

Obtenção da curva padrão

A obtenção da curva padrão foi
determinada pela diluição em série da
Endotelina-1, onde a leitura de absorção foi
determinada com um leitor de ELISA cuja
Densidade Óptica (DO) foi de 450 nm. A
leitura de absorbância encontra-se na tabela
1, e a curva padrão na figura 1. Após a
leitura das absorbâncias determinaram-se as
concentrações de Endotelina-1 em todas as
amostras empregadas, relacionadas no
quadro 1. O estudo da concentração de
Endotelina-1 nos vilos coriônicos de
gestação de gemelares revelou o valor
mínimo de 0,52 fmol/ml e máximo de 0,70
fmol/ml com média de 0,60 fmol/ml
representadas na tabela 2 e figura 2. Já a
concentração de Endotelina-1 em vilos
coriônicos de gestação de fetos únicos
demonstrou o valor mínimo de 0,47 fmol/
ml e máximo de 0,86 fmol/ml, com média
de 0,72 fmol/ml (Tabela 2 e Figura 2). Não
houve diferença significativa quanto aos
níveis de concentração de Endotelina-1 nos
vilos coriônicos quando comparadas às
amostras de gestação gemelar cujas mulheres
submeteram-se à fecundação assistida e
amostras de gestação de fetos únicos
procedentes de fecundação espontânea. O
estudo da concentração de Endotelina-1 em
amostras de âmnio de gestações de gemelares
detectou o valor mínimo de 0,61 fmol/ml
e valor máximo de 1,16 fmol/ml, com
média de 0,81 fmol/ml (Tabela 3 e Figura
3). Já a concentração de Endotelina-1 em
amostras de âmnio de gestação única
demonstrou o valor mínimo de 0,65 fmol/
ml e máximo de 1,04 fmol/ml, com média
de 0,84 fmol/ml (Tabela 3 e Figura 3). Não
houve diferença significativa quanto aos
níveis de concentração de Endotelina-1 no
âmnio quando comparadas as amostras de
gemelares cujas mulheres submeteram-se a
fecundação assistida e amostras de fetos
únicos procedentes de fecundação
espontânea. Apesar de não haver diferença
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**t = -0,31; p>0,05

Tabela 2
Concentração de Endotelina-1 (fmol/ml) no âmnio de placentas de fetos gemelares resultantes de fecundação assistida e de gestação única com
fecundação espontânea

Tabela 1
Concentração da Endotelina-1 (fmol/ml) nos vilos coriônicos de placentas de fetos gemelares resultantes de fecundação assistida

Quadro 1
Dados clínicos das pacientes e concentração de Endotelina-1 (fmol/ml) determinadas nas amostras de âmnio e vilos coriônicos

Discussão

A localização da ET-1 foi investigada

significativa entre as concentrações de
Endotelinas-1, notou-se que o desvio padrão
nos vilos é mais baixo que aquele
determinado no âmnio.

por Ferré3 et al. e Malassiné7 et al. em culturas
de células trofoblásticas 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 são
os trofoblastos, exercendo uma função
endócrina da placenta, tendo um papel

Quantificação dos níveis de endotelina-1 em placentas e mebranas fetais humanas

**t = -1,94; p>0,05

Amostras Feto Fertilização Causa da 

Infertilidade 

Parto Idade da mãe Idade fetal 

(semanas) 

ET-1-

Âmnio 

(fmol/ml) 

ET-1-Vilos 

(fmol/ml) 

V1A1 Gemelar In vitro Fator masculino 2o  38 38 0,65 0,53 

V1A1 Gemelar In vitro Fator masculino 2o 38 38 0,7 0,52 

V2A2 Gemelar In vitro Fator masculino 2o 38 38 0,63 0,6 

V2A2 Gemelar In vitro Fator masculino 2o 38 38 0,61 0,7 

V4A4 Gemelar Inseminação 

intra-uterina 

Fator 

masculino/endo

metriose 

1o 30 30 0,67 0,64 

V4A4 Gemelar Inseminação 

intra-uterina 

Fator 

masculino/endo

metriose 

1o 30 30 1 0,86 

V10A10 Gemelar In vitro Fator ovariano 1o 43 43 1,16 0,63 

V10A10 Gemelar In vitro Fator ovariano 1o 43 43 1,1 0,63 

V5A5 Único Inseminação 

intra-uterina 

Fator masculino 1o 34 34 0,83 1,1 

V5A5 Único Inseminação 

intra-uterina 

Fator masculino 1o 34 34 0,82 0,95 

V9A9 Único Espontâneo Nenhum 2o 39 39 0,65 0,86 

V9A9 Único Espontâneo Nenhum 2o 39 39 0,73 0,73 

V7A7 Único Espontâneo Nenhum 3o 35 35 0,85 0,76 

V7A7 Único Espontâneo Nenhum 3o 35 35 0,7 0,76 

V11A11 Único Espontâneo Nenhum 2o 32 32 1,04 0,47 

V11A11 Único Espontâneo Nenhum 2o 32 32 1 0,73 
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Figura 2
Concentração de Endotelina-1 nos vilos coriônicos de placentas de fetos gemelares resultantes de fecundação assistida e de gestação única com
fecundação espontânea (p>0,05)

Figura 1
Curva padrão da densidade óptica em relação à concentração de Endotelina-1 (fmol/ml)

Apolinário, A. V. et al.

regulador autócrino. Já nos vilos placentários,
a proximidade entre o endotélio vascular e as
células musculares revelaram um modo de
ação parácrino da ET-1. Estas características
de regulação de ET-1 em uma via autócrina e
parácrina também foram determinadas por
Robaut5 et al. Em nossos estudos,
empregamos os vilos coriônicos em sua
totalidade, e nossos achados indicam as
concentrações mínima e máxima de ET-1
nestes tecidos. Uma vez que as endotelinas
atuam no processo de crescimento, a ET-1,
seguramente, desempenha importante papel
fisiológico nos diferentes processos envolvidos
na complexa relação entre o desenvolvimento
fetal e placentário durante a gestação.

Fischili6 et al. trabalharam com
preparações de placenta total, utilizando um

volume total de 10g do tecido original, com
metodologia parecida com a que
empregamos. O limite de detecção definida
por 10% de inibição de endotelina ligante
encontrado pelos autores foi de 10 pM ou 13
pg (5 fmol) por tubo de ensaio, e não
destacaram o tipo de endotelina pesquisada.
Em nosso estudo, diferentemente, detectamos
a presença específica de ET-1, o que pode
justificar maior precisão de nossos resultados,
onde trabalhamos com fmol/ml,
empregando 20mg de vilos coriônicos.

Myatt7 e Myatt8 et al. assinalaram a
presença de ET-1 nos vasos feto-placentários,
na concentração de 0,8-10pmol/ml, enquanto
Fant, Nanu e Word9 determinaram níveis de
0,1-10 pmol/ml em cultura de fibroblastos
placentários. Estas informações indicam que
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Abstract

The endothelin is a potent vasoconstricor that possess angiogenic,
mitogenic and neurotrophical functions. In this study we aimed to
quantify the Endothelin-1 (ET-1) levels in chorionic placental villi and
amnion of placentae of twins childbirths whose women were submitted

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

Conclusões

1)Não houve diferença significativa na
concentração de Endotelina-l nos vilos
coriônicos quando comparados os valores
em vilos de placentas de gemelares
provenientes de fecundação assistida e os
níveis de Endotelina-1 em vilos coriônicos
de fetos gerados após fecundação
espontânea. Este dado é um forte indicativo
que os níveis de Endotelina-1 independem
do tipo de fecundação, visto que se
asseguram as trocas materno-fetais.

2)Não houve diferença significativa na
concentração de Endotelina-1 no âmnio
quando comparados os valores em âmnio
de placentas de gemelares provenientes de
fecundação assistida e os níveis de
Endotelina-1 em âmnio de fetos gerados
após fecundação espontânea. Entretanto, os
níveis de Endotelina-1 presente no âmnio de
fetos gemelares foram mais elevados que os
níveis apresentados no âmnio de fetos únicos.

Quantificação dos níveis de endotelina-1 em placentas e mebranas fetais humanas

a concentração de ET-1 nos vasos feto-
placentários determinada pelos autores é
muito menor que os níveis determinados em
nosso estudo, nos vilos coriônicos.

Os estudos para detecção de ET-1 em
vilos de placenta de termo, realizados por
Hemsén10 et al. detectaram valores de 409+
69 fmolg-1 em amostras de placenta, e em
amostras de âmnio estes valores foram de
1416+177 fmolg-1. Estes dados estão em
concordância com aqueles por nós
encontrados, tanto em placentas de fetos
gemelares, quanto em placentas de fetos únicos
cuja fecundação foi espontânea. Entretanto,
os níveis de ET-1 no âmnio de placenta de
fetos gemelares foram determinados em valor
máximo de 1,16 fmol/ml, enquanto que no
âmnio de fetos únicos, o valor máximo foi
de 1,04 fmol/ml. Portanto, em âmnio de fetos
gemelares provenientes de fecundações
assistida, os níveis foram mais altos que no
âmnio de fetos de gestação única.

A presença de ET-1 no âmnio foi
detectada por Sunnergren11 et al., indicando
que estas membranas avasculares também são
fonte de ET-1, dado que confirmamos em
nosso experimento.

As concentrações de ET-1 em células
de cultura, pesquisadas por Mitchell12 et al.,
indicam que os valores de ET-1 variaram de
0,1 - 100 pmol/ml. Em nossos achados, os
níveis de ET-1 no âmnio 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 únicos. Portanto, nossos dados estão
em contraste com aqueles apresentados pelos
autores citados.

Os níveis de ET-1 foram medidos em
tecidos placentários homogeneizados de
gestação de termo, âmnio e cório por Van
Papendorp13 et al. que detectaram níveis
significativamente maiores no âmnio que no

cório (âmnio - 249+13fmol/g; cório
190+lfmol/g). Estes dados entram em
concordância com os níveis determinados em
nossa pesquisa, que revelaram concentrações
maiores no tecido amniótico que nos vilos
coriônicos.  Entretanto, a concentração de ET-
1 no âmnio foi maior nas amostras de placentas
de fetos gemelares que nas amostras de fetos
únicos, enquanto a concentração de ET-1 não
diferiu significativamente entre as amostras de
vilos de fetos gemelares e as de fetos únicos.

Janiaux14 et al., Mondon15 et al. e
Mondon, Anouar e Ferré16 detectaram a
presença de ET-1 em tecido de vilos coriônicos
durante o primeiro trimestre de gestação. Este
mesmo tipo de Endotelina foi por nós
caracterizado nas placentas de partos gemelares
e de partos únicos em placentas de termo.
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