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A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome clinicamente identificada por hipertensao
arterial e proteindria e est4 associada a producdo excessiva de citocinas proinflamatorias,
deficiéncia na producdo de citocinas reguladoras e aumento nos niveis séricos de
anticorpos antifosfolipides (aPLs) em pacientes com PE grave. Os aPLs sdo uma familia de
autoanticorpos que reagem com proteinas ligantes de fosfolipidios, sendo seu principal
alvo a beta-2 glicoproteina 1 (B2GPI). Estes anticorpos sdo responsaveis por inibir a
diferenciacdo do sinciciotrofoblasto e restringir a migracao trofoblastica, resultando em
remodelacdo anormal das arteriolas espiraladas, alteracdo caracteristica da PE. O
inflamassoma é um complexo proteico que promove a secrecdo das citocinas
proinflamatdrias interleucina-1 beta (IL-1pB) e interleucina 18 (IL-18) e, também a secrecéo
da proteina “high-mobility group box 17 (HMGBI1) apos ativagdo por patdogenos e/ou
produtos enddgenos associados ao dano celular. A autofagia € uma via de degradacao
celular ou de eliminacdo de organelas e proteinas através de processos lisossomais que séo
importantes para a manutengdo da homeostase celular, promovendo a sobrevivéncia das
células em resposta ao estresse. O presente trabalho teve como objetivos: 1. Investigar as
proteinas relacionadas ao inflamassoma e a autofagia em placenta de gestantes portadoras
de pré-eclampsia e de normotensas; 2. Avaliar a relacdo existente entre inflamassoma e
autofagia em células de trofoblasto extraviloso humano (SW.71), induzida por aPL.
Fragmentos placentarios foram coletados de 20 gestantes normotensas e de 20 gestantes
com pré-eclampsia para avaliar a expressdo génica e proteica de NLRP3, caspase-1, IL-1p,
fator de necrose tumoral-alpha (TNF-a), IL-18, HMGBL, proteina de cadeia leve (LC3B-
I1), beclin-1 ¢ de “mammalian target of rapamycin” (MTOR). As respostas autofagica e
inflamatdria e, a expressdo de fatores antiangiogénicos também foram analizadas em
células SW.71 induzidas por aPL. Os resultados mostraram niveis elevados de RNAm de
NLRP3, caspase-1, IL-1p, TNF-a e HMGBI1 em tecido placentdrio, bem como aumento
significativo dos niveis de caspase-1, IL-1B, TNF-a e HMGB1 em homogenato de placenta
de gestantes portadoras de PE quando comparadas as normotensas. A expressao génica e
proteica de IL-18 mostrou-se significativamente diminuida no grupo de gestantes pré-
eclampticas. A expressdo das proteinas relacionadas a autofagia, LC3B-II e beclin-1 e 0s
niveis de RNAm destas proteinas mostraram-se significativamente diminuidos em placenta
de gestantes com PE comparados aos de gestantes normotensas. Por outro lado, 0 RNAm e
a proteina de mTOR foram mais elevados nas gestantes com PE em comparacdo com as
normotensas. Nas células SW.71 observou-se que o tratamento com aPL por 8h induziu

diminuicdo significativa da razdo LC3B-II/LC3BI seguida de aumento significativo apds
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72 hr do estimulo. Esses resultados ndo foram observados na expressdo de beclin-1 e p62.
Em cultura das células submetidas & inibicdo do processo autofagico detectou-se aumento
na secrecdo de IL-1B, IL-8 e endoglina solivel (SEng), enquanto nas culturas em que a
autofagia ndo foi inibida observou-se diminuicdo da secrecdo de SEng e de fms-like
tyrosine-kinase-1 soltvel (sFlt-1). Além disso, a permanéncia do processo autofégico
reduziu significativamente a secre¢do de IL-1p e IL-8 em células induzidas por aPL. Em
conclusdo, os resultados obtidos mostram que placenta de gestantes com PE apresentam
ativacdo do inflamassoma NLRP3 e diminuicdo da resposta autofagica, sugerindo que estes
processos podem contribuir para a patogénese da PE. O estimulo de células de trofoblasto
extraviloso com aPL é capaz de diminuir a resposta autofagica nessas células por meio de
ativacdo do inflamassoma. O restabelecimento tardio da autofagia nessas células poderia
ocorrer, provavelmente, devido a tentativa desse processo em controlar a ativacdo do

inflamassoma.

Palavras Chave: autofagia, inflamassoma, placenta, pré-eclampsia e sindrome anti-

fosfolipide.
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Preeclampsia (PE) is a syndrome clinically identified by hypertension and
proteinuria and is associated with excessive production of proinflammatory cytokines,
deficiency in the production of regulatory cytokines, and increased serum levels of
antiphospholipid antibodies (aPLs) in patients with severe forms of PE. aPLs are a family
of autoantibodies that react with phospholipid binding proteins, which the main target is
beta 2 glycoprotein-1 (B2GPI). These antibodies are responsible for inhibiting the
differentiation of syncytiotrophoblast and restrict trophoblast migration, resulting in
abnormal remodeling of the spiral arterioles, characteristic alteration in PE. The
inflammasome is a protein complex that promotes the secretion of the proinflammatory
cytokines interleukin-1 beta (IL-1p) and interleukin 18 (IL-18), and also the secretion of
high-mobility group box 1 (HMGB1) protein after activation by pathogens and/or
endogenous products associated with cellular damage. Autophagy is a pathway of cell
degradation or elimination of organelles and proteins by lysosomal processes that are
important for the maintenance of cellular homeostasis by promoting the survival of cells in
response to stress. The objectives of the present study are: 1. To investigate the proteins
related to inflammasome and autophagy in placenta from pregnant women with PE and
from normotensive control; 2. To evaluate the relationship between inflammasome and
autophagy in human extravillous trophoblast cells (SW.71) induced by aPL. Placental
fragments were collected from 20 normotensive pregnant women and from 20 pregnant
women with PE to evaluate gene and protein expression of NLRP3, caspase-1, IL-1p,
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), IL-18, HMGBL, light chain protein (LC3B- II),
beclin-1 and mammalian target of rapamycin (MTOR). The autophagic and inflammatory
responses as well as the expression of antiangiogenic factors were also analyzed in SW.71
cells induced by aPL. The results showed higher levels of mMRNA for NLRP3, caspase-1,
IL-1B, TNF-o and HMGBL in placental tissue as well as significant increase in caspase-1,
IL-1B, TNF-a and HMGB1 levels in placental homogenate from women with PE compared
with the normotensive group. Gene and protein expression of IL-18 was significantly
decreased in the group of preeclamptic women. The expression of proteins related to
autophagy, LC3B-I1 and beclin-1 and the mRNA levels of these proteins were significantly
decreased in placenta of women with PE compared with the normotensive ones. On the
other hand, mRNA and protein for mTOR were higher in women with PE. In SW.71 cells
it was observed that the treatment with aPL for 8h induced significant decrease in LC3B-
II/LC3BI ratio, followed by its significant increase after 72hr of aPL stimulation. These

results were not observed in the expression of beclin-1 and p62. When SW.71 cells were
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submitted to autophagy inhibition a significant increase in IL-1p, IL-8 and soluble
endoglin (sEng) was detected, whereas the maintenance of autophagy lead to reduced
secretion of sEng and fms-like tyrosine kinase-1-soluble (sFlt-1). Furthermore, the
maintenance of the autophagic process significantly reduced the secretion of IL-1p and IL-
8 in cells induced by aPL. In conclusion, the results demonstrated that placenta from
preeclamptic women shows NLRP3 inflammasome activation and decreased autophagic
response suggesting that these processes may contribute to the pathogenesis of PE. The
stimulus of extravillous trophoblast cells with aPL caused decrease in the autophagic
response in these cells by inflammasome activation, leading to delayed recovery of
autophagy, which may probably occur due to an attempted of inflammasome control by the

autophagy process.

Keywords: autophagy, inflammasome, placenta, preeclampsia, antiphospholipid syndrome.
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1. Introducéao

1.1. Pré-eclampsia, sindrome antifosfolipide e anticorpos
antifosfolipides

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome que incide entre 2% e 8% das gestacdes e
tem sérios impactos na satde materna e fetal (Kane et al., 2014). E uma doenca sistémica,
caracterizada por mdltiplas alteragdes no organismo materno e clinicamente identificada
por hipertensdo arterial e proteindria, que se manifestam apds a 20* semana de gestacao
(NHBPEP, 2000; De Oliveira et al., 2010).

Embora esta sindrome nédo esteja completamente compreendida, ha relatos de que
sua fisiopatologia é influenciada tanto por fatores maternos como placentarios (Robillard,
2002; Redman & Sargent, 2005). Fundamentada nesse conceito, a literatura sugere a
interacdo de varios mecanismos responsaveis pela caracteristica multisistémica da doenga,
tais como: placentacdo inadequada (Pijnenborg et al., 1983; Royle et al., 2009), disfuncéo
endotelial (Khan et al., 2005), angiogénese insuficiente (Levine et al., 2006), ma adaptacdo
imunoldgica (Dekker & Sibai, 1999), estresse oxidativo (Gupta et al., 2005; Redman &
Sargent, 2000; 2005) e resposta inflamatdria excessiva (Redman et al., 1999; Redman &
Sargent, 2003).

Durante a placentacdo normal, as arteriolas espiraladas maternas sdo invadidas pelo
trofoblasto, resultando em remodelagdo da arteriola espiralada e assegurando um
suprimento sangiiineo adequado para a placenta e o feto. No entanto, em placentas de
gestantes com PE o trofoblasto ndo induz invasdo adequada, gerando defeitos na
remodelagdo da arteriola espiralada e resultando em mé perfusdo (Brosens et al., 1972;
George & Granger, 2011). Roberts e Hubel (1999) sugerem que a PE tem seu inicio
devido ao baixo fluxo sanguineo uteroplacentario que resulta em hipdxia placentaria.

Portanto, a placenta tem papel essencial nessa doenca, pois problemas na implantacgéo e no
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processo de placentacdo culminam em reducdo da perfusdo sanguinea e, portanto, em
hipdxia/isquemia placentaria (Amash et al., 2007; Gilbert et al., 2008), que também pode
causar restricdo de crescimento fetal intrauterino (Hung et al., 2004).

Assim, a PE parece ser resultante de uma resposta inflamatoria materna exacerbada,
que inclui ativacdo de células inflamatorias e células endoteliais (Schuiling et al., 1997;
Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 2006). Segundo a literatura, essa patologia é
caracterizada por producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral alpha (TNF-a) (Johnson et al., 2002; Redman & Sargent, 2003; Luppi &
Deloia, 2006; Peracoli et al., 2007) e quimiocinas (Visser al., 2007), bem como por
alteracdes na producdo de citocinas reguladoras (Pestka et al., 2004; Peracoli et al., 2008;
2013; Weel et al.,2016). Além disso, é descrito que altos niveis de &cido Urico no plasma de
pacientes com PE podem estar relacionados com a patogénese da PE por promover a
resposta inflamatéria (Bainbridge & Roberts, 2008). Dados da literatura, também revelam
que em pacientes com PE grave, com idade gestacional menor que 34 semanas, observa-se
um aumento de 20% no nivel de anticorpos antifosfolipides (aPLs) quando comparadas as
gestantes que nao tiveram complicacGes na gestacdo e no parto (Heilmann et al., 2011).

Os aPLs sdao uma familia de auto anticorpos que reagem com proteinas ligantes de
fosfolipidios, sendo o principal alvo a beta 2 glicoproetina I (B2GPI) que ¢
constitutivamente expressa em trofoblasto placentério, especialmente em populacdes de
trofoblasto extraviloso que sdo responsaveis pela invasdo da decidua e remodelacdo da
arteriola uterina espiralada (McNeil et al., 1990; Chamley et al., 1999; Quenby et al.,
2005). Estes anticorpos sdo responsaveis por inibir a diferenciacdo do sinciciotrofoblasto
(di Simone et al., 2005; D’Ippolito et al., 2014) e restringir a migragcdo trofoblastica,
resultando em remodelacdo anormal das arteriolas espiraladas (Mulla et al., 2010), visto

que os alvos sao as B2GPI expressas em trofoblastos placentarios.
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Esses aPLs sdo caracteristicos da sindrome antifosfolipide (SAF) que é definida
como uma doencga autoimune, caracterizada pela presenca de trombose, aborto recorrente e
niveis elevados de aPLs (Hughes, 1983), os quais foram descritos por estarem relacionados
com a prevaléncia e gravidade da sindrome HELLP (hemdlise, niveis elevados de enzimas
hepéticas e baixa quantidade de plaquetas) (Pauzner et al., 2003; Le Thi Thuong et al.,
2005), porém pouco se sabe sobre o envolvimento do aPL na patogénese da PE e da
sindrome HELLP. Alguns critérios de diagnostico para a identificacdo de mulheres com
SAF estdo descritos na literatura e que incluem diagndstico clinico e laboratorial. Os
critérios clinicos incluem aborto recorrente antes da 102 semana de gestacdo, obito fetal apds
a 10% semana de gestacdo e historico de trombose venosa ou arterial na presenca ou auséncia
da gestacdo (de Jesus et al., 2014). Os critérios laboratorias incluem a identificacdo da
presenca de anticorpos anticoagulante lupico, assim como aPL (anticorpos 1gG/IgM, anti-
B2GPI) e anticorpos anti-cardiolipina (Miyakis et al., 2006; Heilmann et al., 2011).

Em pacientes com SAF, as complica¢des da gestacdo estdo associadas a inflamacéo
na interface materno-fetal (Berman et al., 2005; Girardi et al., 2003; Mulla et al., 2009) e
insuficiéncia placentaria associada com reducdo de invasdo trofoblastica (Alvarez et
al.,2015; Mulla et al., 2010; Sebire et al., 2002). Estes achados clinicos sdo comprovados
por estudos in vitro que descrevem a alteracdo na funcdo celular de trofoblastos de
primeiro trimestre quando B,GPI e reconhecido pelo aPL. Essas alteracdes causadas sao
altamente relevantes, pois induzem nas celulas trofoblasticas a producgéo de niveis elevados
de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p e Interleucina 8 (IL-8) (Mulla et al., 2009;
Mulla et al., 2013); ocorrendo, também, inibicdo da migracdo espontanea do trofoblasto
(Mulla et al., 2010; Ulrich et al., 2015); e aumento na secrecao do fator anti-angiogénico, a

endoglina soluvel (seEng) (Carroll et al., 2011).
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De modo geral, estas duas sindromes, PE e SAF, estdo relacionadas com uma
resposta inflamatoria exacerbada e o desenvolvimento destas doencas é altamente
prejudicial tanto para mae quanto para o feto. Desta forma, estudos para a melhor
compreensdo destas sindromes sdo fundamentais para desvendar oS mecanismos que

envolvem o seu aparecimento.
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5. Conclusoes

I- Placentas de gestantes portadoras de pre-eclampsia apresentaram ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e caspase 1 com aumento de expressdo de IL-13, TNF-a e HMGBL1.
Esses resultados sugerem que este complexo inflamatorio pode estar envolvido na resposta

inflamatdria exacerbada observada em placenta de gestantes pré-eclampticas.

I1-  Placentas de gestantes com pré-eclampsia apresentaram diminuicdo na resposta
autofagica, caracterizada pela menor expressdao de LC3B-Il e beclin-1 e aumento de
expressao do mTOR, sugerindo que esta diminuicdo pode estar envolvida na patogénese da

pré-eclampsia.

I11- O anticorpo anti-fosfolipide é capaz de reduzir a resposta autofagica em células de
trofoblasto extraviloso, que por sua vez permite a ativacao do inflamassoma, com secrecao
de IL-1p e de IL-8 mediada pelo TLR4. Além disso, sugere-se que ocorra um

reestabelecimento da autofagia desencadeada pela ativacdo do inflamassoma.

O presente estudo evidendiou a participacdo de autofagia e inflamassoma nas
patologias da gestacdo, mostrando que ocorre uma resposta inflamatdria exacerbada tanto
na pré-eclampsia quanto em células trofoblastias de primeiro trimestre induzidas por
anticorpo anti-fosfolipide. Alem disso, mostrou que o processo autofagico encontra-se
deprimido em placenta de gestante com pré-eclampsia e em células de trofoblasto
induzidas por aPL. Estes resultados revelam que mecanismos complexos estdo envolvidos

em patologias da gestacdo e que merecem uma investigacdo mais aprofundada.





