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PREFÁCIO 
A tese intitulada “Efeito modulador da progesterona, vitamina D e silibinina 

sobre inflamassomas em monócitos de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia” 

encontra-se dividida em 5 capítulos. 

Inicialmente, o primeiro capítulo da tese traz uma breve introdução a respeito 

da patogênese da pré-eclâmpsia e suas manifestações clínicas. Também é 

rapidamente abordado o papel de cristais de ácido úrico (urato monossódico) e 

hialurona, moléculas conhecidas como “sinais de perigo” ou alarminas, que estão 

envolvidas no desencadeamento da inflamação estéril presente nessa doença.  

O capítulo dois apresenta o manuscrito “Silibinin downregulates the NF-κB 

pathway and NLRP1/NLRP3 inflammasomes in monocytes from pregnant women with 

preeclampsia”, submetido à publicação para a revista Molecules. Nesse manuscrito, 

relatamos o papel do flavonoide silibinina na modulação das vias do TLR4/MyD88/NF-

κB, dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e na diminuição da produção de citocinas 

inflamatórias por monócitos de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia. Essas vias, 

presentes em células da imunidade inata e ativadas em monócitos de gestantes 

portadoras de pré-eclâmpsia, são responsáveis pela inflamação estéril observada 

nessa patologia. Sendo assim, o papel regulador da silibinina parece ter grande 

importância como possível forma terapêutica no controle da pré-eclâmpsia. 

O capítulo três apresenta o manuscrito intitulado “Efeito modulador da 

progesterona sobre as vias dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e TLR4/MyD88/NF-κB 

em monócitos de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia e em células THP-1”, que 

será submetido à publicação em breve. Esse artigo apresenta o papel modulador da 

progesterona sobre a inflamação sistêmica exacerbada observada na pré-eclâmpsia. 

Sendo um importante hormônio da gestação, a progesterona foi capaz de diminuir a 

expressão gênica de componentes inflamatórios presentes nas vias do NF-κB e dos 

inflamassomas NLRP1/NLRP3, responsáveis pela inflamação estéril anormal 

presente nessa doença. Dessa forma, é possível concluir que a progesterona pode 

ser um hormônio promissor no futuro tratamento da PE. 

O capítulo quatro apresenta o manuscrito intitulado “Tratamento in vitro com 

vitamina D regula as vias TLR4/MyD88/NF-κB e dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 

em monócitos de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia e em células THP-1”, que 

também será enviado para publicação em breve. Nesse manuscrito, evidenciamos a 
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capacidade da vitamina D em imunomodular importantes vias inflamatórias presentes 

em monócitos de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia. Essas gestantes 

apresentam níveis plasmáticos mais baixos de vitamina D em comparação com 

gestantes normotensas, o que pode estar relacionado à incapacidade do organismo 

materno em conter essa inflamação descontrolada. Sendo assim, sugerimos que a 

vitamina D pode ter papel regulador sobre a inflamação sistêmica exacerbada 

observada na PE. 

O capítulo cinco contém os anexos referentes aos Termos de Consentimento 

Livre e Esclarecido e ao Protocolo do Comitê de Ética em Pesquisa. 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

Alexa Fluor 647: fluorocromo alexa fluor 647 

AlexaFluor 488: fluorocromo alexa fluor 488 

CD: cluster of differentiation 

CD14: cluster of differentiation 14, molécula marcadora de monócitos 

cDNA: DNA complementar 

Células Th: células T helper 

CO2: dióxido de carbono 

DAMPs: padrões moleculares associados ao dano 

EDTA: ácido etilenodiamino tetra-acético  

ELISA: ensaio de imunoabsorção enzimática 

FL: fluorescência 

FSC: foward scatter, parâmetro de tamanho 

GAPDH: gliceraldeído 3-fosfato-desidrogenase 

H2O2: peróxido de hidrogênio 

HA: hialurona 

HMGB1: High mobility group box 1 protein 

HMW-HA: High Molecular Weight – Hyaluronan 

Hsp: proteína de choque térmico 

HUVEC: células endoteliais humanas de veia umbilical 

IFN-γ: interferon gama 

IKK: complexo enzimático quinase 

IL: interleucina 

IκBα: nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha 

LMW-HA: Low Molecular Weight - Hyaluronan 

LPS: lipopolissacarídeo 

MIF: média de intensidade de fluorescência 

mRNA: RNA mensageiro 

MSU: urato monossódico 

MyD88: fator de diferenciação mielóide 88 

NF-κB: fator nuclear kappa B 

NLR: receptor do tipo NOD 

NLRP: NLR family, pyrin domain containing 
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NT: normotensa 

PA: pressão arterial 

PAMPs: padrões moleculares associados a patógenos 

PBMCs: células mononucleares do sangue periférico 

PBS: tampão-fosfato salino 

PE: fluorocromo ficoeritrina 

PE: pré-eclâmpsia 

PE-Cy7: fluorocromo ficoeritrina conjugado com corante cianina 

PG: progesterona 

PMSF: fluoreto de fenilmetano 

PRRs: receptores de reconhecimento padrão 

qPCR: reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real 

rpm: rotação por minuto 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute, meio sintético complexo 

SB: silibinina 

SSC: side scatter, parâmetro de granularidade 

TGF-β1: fator transformador do crescimento beta 1 

THP-1: linhagem celular de monócitos humanos 

TLR4: receptor do tipo Toll 4 

TNF-α: fator de necrose tumoral alfa 

UVB: ultravioleta 

VD: vitamina D 
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1. Pré-eclâmpsia 

A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome específica da gravidez, que ocorre em 2 

a 10% das gestações, sendo a principal causa de morbimortalidade materna e 

perinatal. O diagnóstico clínico é feito a partir da vigésima semana de gravidez ou nos 

primeiros dias após o parto, fundamentando-se no desenvolvimento de hipertensão 

arterial (PA ≥ 140x90mmHg) com a presença ou não de proteinúria (≥ 300mg/24h) 

(ACOG, 2019), além de outras manifestações clínicas maternas, como insuficiência 

renal, comprometimento hepático, alterações neurológicas ou hematológicas, 

disfunção útero-placentária e restrição de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol 

et al., 2015). 

A PE se caracteriza por intensa reação inflamatória sistêmica, lesão endotelial, 

agregação plaquetária, ativação do sistema de coagulação e aumento da resistência 

vascular generalizada (Roberts, 1998; Borzychowski et al., 2006), que parecem 

contribuir significativamente para a fisiopatologia da doença (Redman & Sargent, 

2005). Assim, na PE ocorre ativação de células inflamatórias, como monócitos, 

granulócitos e células endoteliais (Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 2006), 

produção excessiva de citocinas pró-inflamatórias, como Interleucina-1 beta (IL-1β), 

IL-6 e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) (Johnson et al., 2002; Redman & 

Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peraçoli et al., 2007), bem como alterações na 

produção de citocinas reguladoras, como IL-10, importante fator regulador da resposta 

inflamatória (Cristofalo et al., 2013). 

O predomínio de IL-10, uma citocina anti-inflamatória, na gestação normal 

minimiza os efeitos deletérios da resposta inflamatória excessiva, inibindo a produção 

de IL-1β e TNF-α por monócitos ativados (Moore et al., 2001). Porém na PE, essa 

regulação está prejudicada, observando-se diminuição de IL-10 e aumento de TNF-α 

(Marzi et al., 1996). Em trabalho anterior demonstramos que, monócitos de gestantes 

pré-eclâmpticas produzem concentrações endógenas de IL-10 significativamente 

menores do que os de gestantes normotensas, enquanto os valores de TNF-α 

encontram-se elevados (Cristofalo et al., 2013), corroborando os achados da literatura 

(Azizieh et al., 2005).  

A resposta inflamatória sistêmica exacerbada na PE está relacionada com a 

liberação de substâncias capazes de induzir inflamação, como fragmentos de 

membranas do sinciciotrofoblasto, DNA fetal, micropartículas solúveis derivadas de 
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leucócitos e citocinas inflamatórias, presentes no plasma das gestantes, que ativam 

células da imunidade inata (Redman & Sargent, 2004; Borzychowski et al., 2006; Lok 

et al., 2009). Além disso, produtos endógenos celulares liberados durante lesão 

tecidual e denominados “sinais de perigo” ou padrões moleculares associados a 

danos (DAMPs) (Kim et al., 2005) podem estar presentes no plasma das gestantes e 

são considerados importantes moduladores da resposta inflamatória. As DAMPs são 

representadas por moléculas como ácido úrico, reativos intermediários do oxigênio, 

proteínas de choque térmico (Asea et al., 2002), proteínas liberadas de células mortas 

como High Mobility Group Box 1 (HMGB1) (Park et al., 2004) e produtos liberados da 

matriz extracelular, como fibronectina e hialurona (Yamasaki et al., 2009; Campo et 

al., 2010, Saïd-Sadier & Ojcius, 2012). 

Hiperuricemia está presente em muitas pacientes com PE e se correlaciona com 

proteinúria elevada e a gravidade da doença (Costa et al., 2012). Segundo Bainbridge 

& Roberts (2008), o ácido úrico tem potencial de promover inflamação, estresse 

oxidativo e disfunção endotelial. Nesse sentido, observou-se correlação positiva entre 

o aumento da produção da citocina inflamatória TNF-α, de O2
- e concentração sérica 

elevada de ácido úrico em mulheres com PE (Peraçoli et al., 2011). Também foi 

detectada associação entre concentração plasmática elevada de ácido úrico, proteína 

de choque térmico Hsp70, IL-1β, IL-12 e TNF-α nos casos graves dessa doença 

(Peraçoli et al., 2013).  

O hialurona é um glicosaminoglicano e o principal componente da matriz 

extracelular, que é liberado durante lesão e inflamação teciduais, resultando em 

acúmulo de fragmentos com baixo peso molecular (LMW-HA).  Esses fragmentos 

ativam a resposta pró-inflamatória, agindo como DAMPs por interação com receptores 

TLRs, indução de citocinas pró-inflamatórias e ativação do inflamassoma NLRP3 por 

leucócitos (Yamazaki et al., 2009; Campo et al., 2010; Ruppert et al., 2014) (Figura 1).  
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Figura 1. Ação pró-inflamatória de hialurona de baixo peso molecular (LMW-HA).  LMW-
HA atua como agonista da sinalização TLR através de interação com TLR2 e/ou TLR4 e 
ativação do fator de transcrição nuclear NF-kB, promovendo a produção de citocinas pró-
inflamatórias por leucócitos. Além disso, induz turnover de CD44, limitando a probabilidade 
de ligação cruzada de CD44 por HA de matriz extracelular intacta. Figura adaptada de Ruppert 
et al. Immunology Research, 2014; 58:186-192. 

 

Por outro lado, o hialurona de alto peso molecular (HMW-HA) gera resposta anti-

inflamatória por interação com o receptor CD44 presente na superfície celular, 

contribuindo para a resolução da inflamação e homeostase imunológica (Taylor et al., 

2004; Scheibner et al., 2006; Stern et al., 2006; Ruppert et al., 2014) (Figura 2). Romão 

et al. (2014) demonstraram que o hialurona está aumentado no plasma de gestantes 

com PE em comparação com gestantes normotensas. Estudo envolvendo gestantes 

com eclâmpsia e PE grave demonstrou que o hialurona está aumentado no plasma 

dessas pacientes (Berg et al. 2001), enquanto Uzun et a. (2010) observaram 

concentrações aumentadas de hialurona no sangue do cordão umbilical e na placenta 

de gestantes pré-eclâmpticas. 
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Figura 2. Ação anti-inflamatória de hialurona de alto-peso molecular (HMW-HA). HMW-
HA e CD44 regulam negativamente a sinalização pró-inflamatória de TLR pela depuração de 
LMW-HA pró-inflamatório, tem ação anti-oxidante contra radicais livres gerados em locais de 
inflamação, induz a ligação cruzada de CD44 por HMW-HA promovendo a produção de 
citocinas anti-inflamatórias pelas células e a estabilidade fenotípica de células T reguladoras. 
Figura adaptada de Ruppert et al. Immunology Research, 2014; 58:186-192. 

 

2. Papel dos “sinais de perigo” - DAMPs 

Produtos endógenos celulares liberados durante lesão tecidual denominados 

padrões moleculares associados a danos (DAMPs) ou “sinais de perigo” como o ácido 

úrico, hialurona, proteínas de choque térmico (HSPs), citocinas inflamatórias (IL-1β, 

HMGB1), entre outros, são estruturas moleculares associadas ao estresse e morte 

celular e podem se ligar aos receptores de reconhecimento de padrão (PRRs) 

expressos em células da imunidade inata, ativando a resposta imune inflamatória que 

contribui diretamente para a patogênese da PE (Figura 3). Esses receptores são 

considerados componentes centrais do sistema imune inato e estão envolvidos na 

resposta inflamatória de monócitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al., 2008). Os 

principais são os receptores semelhantes ao Toll (TLRs), que reconhecem e ligam 

DAMPs (Kim et al., 2005) e também moléculas presentes na superfície de patógenos 

conhecidas como padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (Koga & 

Mor, 2008).  

Clearance de 
fragmentos 

inflamatórios  
LMW-HA por CD44

aaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaa

aa

Efeito anti-oxidante

Produção de citocinas anti-
inflamatórias

Geração de células T reguladoras 



23 
 

 

Figura 3. Imunologia da morte celular necrótica. As células necróticas liberam organelas 
intracelulares, bem como fatores intracelulares como ácido úrico/MSU, HSP70, HSP90, 
HMGB1, ATP, DNA, RNA, HDGF e membros da família das proteínas SAP130 e S100. Além 
disso, as células necróticas secretam IL-1α e IL-6 de maneira passiva e ativa. Esses fatores 
pró-inflamatórios atraem a atenção das células fagocíticas e interagem com seus receptores 
de superfície. Em seguida, os fagócitos secretam sinais pró-inflamatórios como IL-8 e TNF-α, 
induzindo uma resposta inflamatória de magnitude considerável. Figura adaptada de Garg et 
al., 2010. 

 

Outros receptores PRRs compreendem os membros da família de receptores 

Nod-like ou NLR (proteína contendo domínio de oligomerização nucleotídica), que são 

proteínas citosólicas capazes de reconhecer PAMPs e DAMPs citoplasmáticos e 

recrutar outras proteínas, formando complexos de sinalização que promovem a 

inflamação. Esses complexos de sinalização são chamados inflamassomas e geram 

formas ativas de IL-1β (Abbas et al., 2012). A ligação de lipopolissacáride (LPS), ácido 

lipoteicóico, flagelina, cristais de ácido úrico como o urato monossódico (MSU), entre 

outros PAMPs e DAMPs, ativam receptores NLR, incluindo NLRP1, NLRP3 e NLRC4, 

que são responsáveis pela formação do inflamassoma (Lamkanfi et al., 2007). NLRP1 

e NLRP3 são expressos em células imunes, mas também em outros tipos celulares 

como células placentárias (Abrahams, 2011; Pontillo et al., 2013).  

A ativação do inflamassoma NLRP3 é importante para a defesa do hospedeiro e 

eliminação de patógenos como fungos, bactérias e vírus, sendo os produtos de sua 
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ativação, IL-1β e IL-18, moléculas protetoras em várias infecções (Dinarello & 

Fantuzzi, 2003; Dinarello, 2009). Também é ativado em condições de estresse ou 

lesão celular (Yang et al., 2012).  

A interação com as DAMPs pode ativar diversas vias, sendo a resposta 

inflamatória induzida pela via de sinalização TLR4 considerada uma das mais 

importantes na patogênese da PE (Kim et al., 2005). Após o reconhecimento das 

DAMPs por TLR4, MyD88 (fator 88 de diferenciação mieloide) é recrutado e induz 

ativação de IKK-α e IKK-β, seguida por degradação de IκB-α e ativação do Fator de 

Transcrição Nuclear kappa B (NF-κB) (Akira et al., 2001). O NF-κB é transportado para 

o núcleo, iniciando a síntese e liberação de citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-α, as quais 

atuam como mediadores da resposta inflamatória aguda (O'Neill, 2000). Esse fator 

também induz hiper-regulação da transcrição e tradução de moléculas como NLRP3 

(Bauernfeind et al., 2009). Comparando gestantes normotensas e pré-eclâmpticas, 

Giorgi et al. (2012) demonstraram aumento da ativação de NF-κB em células 

mononuclerares do sangue periférico de gestantes portadoras de PE, associado à 

maior produção de TNF-α e IL-1β.  A maior produção dessas citocinas em gestantes 

com PE está em acordo com a literatura (Beckmann et al., 2004) e sugere que os 

efeitos deletérios das altas concentrações circulantes de TNF-α podem estar 

associados às manifestações mais graves da PE (Peraçoli et al., 2007). 

Após a hiper-regulação da transcrição e tradução de moléculas NLRP3, 

resultante da ativação do NF-κB, um segundo estímulo é necessário para a ativação 

de NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009). O segundo sinal está relacionado com a 

montagem e ativação do inflamassoma, onde diversas proteínas NLRP3 idênticas 

formam um oligômero, recrutando outras proteínas e ativando a proteína caspase-1, 

a qual cliva a pró-IL-1β e pró-IL-18, resultando na geração de IL-1β e IL-18 

biologicamente ativas que, subsequentemente, são secretadas no meio extracelular 

(Dinarello, 1999; Pétrilli et al., 2007; Eder, 2009; Franchi et al., 2009; Abbas et al., 

2012) (Figura 4). O inflamassoma pode ser ativado por vários estímulos (Martinon et 

al., 2009), dentre eles MSU e HA. Segundo Bauernfeind et al. (2009), a necessidade 

dessa dupla estimulação para ativar o inflamassoma pode ser importante para impedir 

a ativação descontrolada de NLRP3, responsável por consequências devastadoras no 

hospedeiro, como ocorre em doenças autoinflamatórias. 
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Figura 4. Cascata de ativação das vias do NF-κB e do inflamassoma por DAMPs (Figura 

adaptada de R&D Systems). 

 

Em trabalho anterior demonstramos que, monócitos de gestantes portadoras de 

PE apresentam maior expressão gênica endógena dos receptores NLRP1 e NLRP3 e 

de caspase-1, bem como da produção de IL-1β e IL-18 em relação às gestantes 

normotensas, sugerindo a participação do inflamassoma NLRP3 na inflamação 

sistêmica que caracteriza a PE. O estímulo dessas células com MSU induziu maior 

expressão do inflamassoma NLRP3, mostrando que o ácido úrico é capaz de ativar 

esse complexo molecular e atuar na liberação de citocinas inflamatórias (Matias et al., 

2015). 

Além disso, estudos recentes de nosso laboratório demonstraram que, o 

estímulo de monócitos de gestantes portadoras de PE com hialurona induz maior 

expressão gênica de NLRP1, NLRP3 e caspase-1, bem como aumento na produção 

de IL-1β (Romão-Veiga et al., 2018). 

Em conjunto, esses resultados demonstram que, a resposta inflamatória 

sistêmica exacerbada é uma característica chave na PE, representada por 
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concentrações excessivas de citocinas pró-inflamatórias, associadas à redução de 

citocinas imunossupressoras e fenótipo anormalmente ativado das células do sistema 

imune inato e adaptativo. Na PE, o desbalanço entre citocinas pró- e anti-inflamatórias 

e a ativação dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 parecem ser dependentes da 

deficiência de fatores reguladores capazes de modular essa resposta inflamatória 

como, por exemplo, a vitamina D e a progesterona. Esse desbalanço também poderia 

ser atenuado através da administração de produtos naturais com propriedades anti-

inflamatórias como o flavonoide silibinina. 

O entendimento da modulação das vias de ativação celular em monócitos 

humanos, por hormônios da gestação, vitamina D e agentes anti-inflamatórios poderá 

contribuir para a melhor compreensão do envolvimento da imunidade inata na 

fisiopatologia da PE e possivelmente propor formas alternativas para o tratamento 

dessa importante síndrome da gestação. 
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12 Abstract: Preeclampsia (PE) is a human pregnancy-specific syndrome with abnormal activation 

13 of cells from the innate immune system. The present study evaluated whether silibinin (SB) 

14 treatment of monocytes from preeclamptic women could modulate NLRP1 and NLRP3 

15 inflammasomes as well as TLR4/NF-κB pathway activation. Peripheral blood monocytes from 

16 20 preeclamptic and 20 normotensive (NT) pregnant women, as well as the THP-1 cell line, 

17 were cultured with or without monosodium urate (MSU) or SB. NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, 

18 MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18, TNF-α and IL-10 gene expression was analysed with quantitative 

19 real-time polymerase chain reaction (qPCR), while inflammatory cytokine production and 

20 p65NF-κB activity in monocytes was evaluated by enzyme-linked immunosorbent assays 

21 (ELISAs). Compared with NT women, monocytes from preeclamptic women showed higher 

22 endogenous activation of NLRP1/NLRP3 inflammasomes and the TLR4/NF-κB pathway as well 

23 as higher gene and protein expression of IL-1β, IL-18 and TNF-α, and lower expression of IL- 

24 Monocyte stimulation with MSU increased inflammation-related genes as well as NF-kB 

25 activity. In vitro, SB treatment of monocytes from preeclamptic women reverted the basal 

26 activation of these cells by decreasing NLRP1/NLRP3 inflammasomes and p65NF-κB activity. 

27 THP-1 cells exhibited a similar immunological response profile to monocytes from 

28 preeclamptic women when cultured with or without MSU or SB. These results  suggest  uric 

29 acid  participates  in  the  systemic  inflammatory  response  characteristic  of preeclampsia and 

30 that in vitro SB treatment can modulate the sterile inflammation established in monocytes 

31 from preeclamptic women. 
 

32 Keywords: NLRP1/NLRP3 inflammasomes; NF-kB; monocytes; monosodium urate; preeclampsia; 

33 silibinin 

 
 

34 1. Introduction 

35 Silymarin is a flavonoid complex extracted from the seeds and fruit of Silybum marianum, a milk 

36 thistle plant that belongs to the family Asteraceae. It is one of the oldest medicinal herbs, and it is 

37 used as anti-inflammatory  and hepatoprotective agent  [1,2]. Silibinin (SB) is the  main  biologically 

38 active component (70-80%) of silymarin and also presents anti-inflammatory, hepatoprotective, anti- 

39 fibrotic,  anticarcinogenic,  antioxidant  and  immunomodulatory  activities.  Antioxidant  and anti- 

40 inflammatory SB properties were demonstrated by dose-dependent inhibition of hydrogen peroxide 

41 (H2O2) release as well as production of tumour necrosis factor alpha (TNF-α), interleukin-10 (IL-10), 
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42 transforming  growth  factor  beta  (TGF-β)  and  prostaglandin  E2  (PGE2)  by  peripheral  blood 

43 monocytes from healthy individuals stimulated with lipopolysaccharide (LPS) [3,4]. The SB anti- 

44 inflammatory effects are attributed to its suppression of nuclear factor kappa-B (NF-κB)-regulated 

45 gene products [3,5,6]. Thus, NF-kB plays a role in the pathogenesis of inflammation, a fact that 

46 suggests  that  NF-kB  pathway  inhibitors  might  be  effective  targets  for  treatment  of  chronic 

47 inflammatory diseases [6]. 

48 Preeclampsia (PE) is a specific human syndrome of pregnancy with multisystem involvement; 

49 it is considered the leading cause of maternal and foetal morbidity and mortality [7,8]. This pathology 

50 is identified primarily by onset of clinical parameters such as hypertension and proteinuria from 20 

51 weeks  of   gestation  or   by   hypertension  associated   with  maternal   neurologic   or hematologic 

52 complications,  kidney  failure,  liver  involvement  or  foetal  growth  restriction  [9-11].  Due  to the 

53 characteristic systemic inflammation in PE, there is excessive activation of inflammatory cells such as 

54 monocytes and granulocytes and exacerbated production of pro-inflammatory cytokines [12,13] in 

55 addition to reduced production of regulatory cytokines such as IL-10 and TGF-β [14]. Monocytes 

56 from preeclamptic women are endogenously activated and therefore release significantly higher 

57 TNF-α, superoxide anion (O2-) and H2O2 compared to monocytes from normotensive (NT) pregnant 

58 women. These results suggest that PE is marked by oxidative stress and that the monocytes from 

59 maternal peripheral blood might be an important source of free radicals and inflammatory cytokines, 

60 all of which play a role in the pathogenesis of this disease [13,15]. 

61 Many preeclamptic women also show hyperuricemia associated with proteinuria and disease 

62 severity, an observation that suggests uric acid may contribute to PE pathogenesis through its 

63 inflammatory effects [15,16]. Uric acid induces inflammation and endothelial dysfunction [17], and 

64 its crystals (monosodium urate – MSU) can activate the NLRP3 inflammasome, a multimeric protein 

65 complex that is important for processing and releasing of IL-1β and IL-18 [18,19]. This activation 

66 requires two steps. The  first,  priming,  is the  interaction of  a “danger  signal”, such as  pathogen- 

67 associated molecular patterns (PAMPs) or damage-associated molecular patterns (DAMPs), with toll- 

68 like  receptors  (TLRs),  and  subsequent  NF-κB  pathway  activation,  which  results  in  increased 

69 transcription of NLRP3 and pro-IL-1β as well as apoptosis-associated speck-like protein (ASC) [20]. 

70 In the second, or triggering step, DAMP molecules interact with nod-like receptors (NLRs), which 

71 results in oligomerisation of  NLRP3,  ASC,  and  pro-Caspase-1.  When  activated,  pro-Caspase-1 

72 produces Caspase-1, and its activity leads to the biologically active IL-1β and IL-18 that will be 

73 secreted into the extracellular medium [21,22]. 

74 In previous studies, we demonstrated that SB inhibits NF-κB pathway activation and pro- 

75 inflammatory cytokine production, including IL-1β and TNF-α, in peripheral blood mononuclear 

76 cells  (PBMCs)   from  pregnant  women  with  preeclampsia   [14,23].  Moreover,   monocytes   from 

77 preeclamptic women showed endogenous activation of NLRP3 inflammasomes, and treatment of 

78 these cells with MSU enhances activation of this inflammatory complex [24]. SB treatment of pregnant 

79 rats in an experimental model of preeclampsia, induced  by nitric oxide synthase inhibition with N- 

80 omega-nitro-L-arginine   methyl   (L-NAME),  improves   reproductive   outcome,  normalises blood 

81 pressure and platelet count and reduces proteinuria and serum levels of pro-inflammatory cytokines 

82       [25]. 

82 Considering the SB anti-inflammatory properties, the present study investigated whether SB 

83 exerts a modulatory effect on NLRP1 and NLRP3 inflammasomes and NF-kB expression in 

84 monocytes obtained from pregnant  NT or  preeclamptic women  stimulated, in vitro, with 

83 MSU and treated with SB. We also evaluated whether THP-1 cells, a human monocyte cell line, 

84 have the same immunological response profile as these monocytes after treatment with MSU and SB. 
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85 2. Results 
 

86 2.1. Clinical characteristics 
 

87 Analysis of the clinical characteristics of preeclamptic and NT pregnant women (Table 1) 

88 showed no statistical difference in maternal age or gestational age between the groups. Systolic and 

diastolic blood pressure, as well as proteinuria and uric acid concentration, were significantly higher in 

the preeclamptic compared to the NT group (p < 0.05). 
 

89 Table 1. Clinical and laboratory characteristics of preeclamptic and NT pregnant women. 
 

 

Characteristics 

 

Pregnant women with preeclampsia (n 

= 20) 

NT pregnant women (n 

= 20) 

Age (years) 26 (17 – 41) 27 (18 – 40) 

Gestational age (weeks) 34 (23 – 39) 35 (23 – 40) 

Systolic Blood Pressure (mmHg) 160* (140 – 200) 110 (90 – 112) 

Diastolic Blood Pressure (mmHg) 110* (90 – 120) 69 (63 – 70) 

Proteinuria (mg/24h) 7250* (300 – 18800) < 300 
Uric acid (mg/dL) 6.2* (3.9 – 10.1) 3.2 (2.3 – 4.7) 

90 Data are presented as the median, with the minimum and maximum values in parentheses. * p<0.05 vs. NT  

91 pregnant women (Mann-Whitney U test). 
 

92 2.2. Gene expression in monocytes cultured with MSU or SB 

93 Basal NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18 and TNF-α gene expression 

94 (Figures 1A-1I) significantly increased in monocytes from women with PE compared to NT women. 

95 Additionally, the endogenous gene expressions were higher than those exhibited by cultures of 

96 monocytes treated with SB in the preeclamptic group. Stimulating cells with MSU significantly 

97 enhanced activation of inflammasome-related genes (NLRP1, NLRP3 and Caspase-1), TLR4, MyD88 

98 and NF-κB-pathway-related genes and inflammatory cytokine genes (IL-1β, IL-18 and TNF-α) when 

99 compared to non-stimulated monocytes or those treated with SB in the preeclamptic group. There 

100 was no significant difference in NLRP3 and Caspase-1 expression or the inflammatory cytokines in 

101 monocytes from NT pregnant women stimulated with MSU or treated with SB. However, MSU 

102 induced higher NLRP1, TLR4, MyD88 and NF-κB expression compared with control and SB-treated 

103 cultures for this group (Figures 1A, 1D, 1E and 1F). 

104 Endogenous IL-10 expression (Figure 1J) by monocytes from pregnant preeclamptic women was 

105 significantly lower compared to NT pregnant women monocytes as well as and to monocyte cultures 

106 treated with SB from the PE group. After MSU stimulation, monocytes from preeclamptic women 

107 exhibited lower IL-10 expression compared to non-stimulated and SB-treated cultures. Thus, SB 

108 treatment effectively increased IL-10 expression in monocytes from preeclamptic women. In the NT 

109 group, basal monocyte IL-10 expression was significantly higher compared to that obtained after 

110 MSU stimulation. IL-10 expression was not affected in NT monocytes treated with SB. 
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116  

117 Figure 1. Gene expression of NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-κB (F), 

118 IL-1β (G), IL-18 (H), TNF-α (I) and IL-10 (J) in monocytes from 20 pregnant women with preeclampsia 

119 (PE) and 20 NT pregnant women, cultured in the absence (Co) or presence of MSU or SB. Results are 

120 expressed as the median in arbitrary units (a.u.). * p < 0.05 vs. NT Co, PE SB; # p < 0.05 vs. PE Co, PE 

121 SB; + p < 0.05 vs. NT SB; • p < 0.05 vs NT Co, NT SB (Kruskal-Wallis test). 
 

122 2.3. Determination of NF-κB in monocyte nuclear extracts 

123 Monocytes from pregnant women with PE showed significantly higher basal activation of the 

124 nuclear transcription factor NF-κB compared with those from NT pregnant women (Figure 2). After 

125 monocyte stimulation with MSU, both preeclamptic and NT women showed a significant increase in 

126 the amounts of NF-κB compared to non-stimulated (Co) and SB-treated monocytes. Treatment with 

127 SB decreased NF-κB levels in monocytes from these groups.
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128 Figure 2. NF-κB concentration in nuclear extracts of monocytes from 20 pregnant women with 

129 preeclampsia (PE) and 20 NT pregnant women, cultured in the absence (Co) or presence of MSU or 

130 SB. Results are expressed as the median. * p < 0.05 vs. NT Co, PE SB; # p < 0.05 vs. PE Co, PE SB; • p < 

131 0.05 vs NT Co, NT SB (Kruskal-Wallis test). 
 

132 2.4. Cytokine production by monocytes from pregnant women 

133 Figure 3 presents the production of TNF-α and IL-1β by monocytes from preeclamptic and NT 

134 pregnant women, cultured in the absence or presence of MSU or SB. There was a significant increase 

135 in the endogenous IL-1β, IL-18 and TNF-α concentrations produced by monocytes from pregnant 

136 preeclamptic compared to NT women. MSU stimulation induced higher IL-1β, IL-18 and TNF-α 

137 production by cells from both groups when compared to their respective control (Co), and to 

138 monocytes treated with SB. SB treatment of monocytes from the preeclamptic group significantly 

139 decreased IL-1β, IL-18 and TNF-α production when compared to the control culture. 

140 Basal IL-10 production in monocyte cultures from the PE group was significantly lower than in 

141 NT cultures. MSU treatment did not affect IL-10 production in the preeclamptic group, but it 

142 enhanced IL-10 in NT cultures. 



38 
 

Molecules 2018, 23, x; doi: FOR PEER REVIEW                                                                      www.mdpi.com/journal/molecules 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

143 Figure 3. IL-1β (A), IL-18 (B), TNF-α (C) and IL-10 (D) production by monocytes. Monocytes from 

144 pregnant women with preeclampsia (PE) and NT pregnant women were cultured in the absence (Co) 

145 or presence of MSU or SB. Results are shown as the median. *p < 0.05 vs. NT Co, PE SB; # p < 0.05 vs. 

146 PE Co, PE SB; • p < 0.05 vs NT Co, NT SB; ■ p < 0.05 vs NT Co, NT MSU (Kruskal-Wallis test). 

 

147 

148 
149 
150 
151 
152 
153 
154 
155 
156 
157 
158 

2.5. Gene expression in THP-1 cells cultured with MSU or SB 

Relative quantification of NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-

18, TNF-α and IL-10 expression was performed in THP-1 cells that were either 

stimulated with MSU or stimulated with MSU and treated with SB. MSU-stimulated 

THP-1 cells had higher expression of inflammasome genes (NLRP1, NLRP3, Caspase-

1, IL-1β and IL-18) when compared to the control (Co) and MSU+SB-treated cultures 

(Figure 4A, 4B, 4C, 4G and 4H). Similar results were observed for TLR4, MyD88 and 

NF-KB expression in these cells (Figure 4D-4F). TNF-α was significantly increased in 

MSU-stimulated THP-1 cells compared to the control and MSU+SB cultures (Figure 4I). 

Additionally, the anti-inflammatory cytokine IL-10 expression was significantly lower 

in THP-1 cells stimulated with MSU compared to the control culture and cultures 

treated with SB (Figure 4J). 
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166 Figure 4. Gene expression of NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), 

167 NF-κB (F), IL-1β (G), IL-18 (H), TNF-α (I) and IL-10 (J) in THP-1 cells cultured in the absence (Co) 

168 or presence of MSU or SB. Results, obtained from five independent experiments, are shown as 

169 mean + standard deviation (SD) in arbitrary units (a.u.). * p < 0.05 vs. Co and MSU+SB (ANOVA). 

 

170 2.6. Cytokine production by THP-1 cells cultured with MSU and/or SB 
 

171 THP-1 cells stimulated with MSU produced increased concentrations of IL-1β and TNF-α  when 

172 compared to the control and MSU+SB-treated cultures. IL-18 production by these cells after  

173 MSU stimulation was significantly higher than in MSU+SB cultures, but did not differ statistically 

174 from the control cultures. There were no significant differences between THP-1 cultures with  

175 regards to IL-10 production (Figure 5).
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176 Figure 5. IL-1β (A), IL-18 (B), TNF-α (C) and IL-10 (D) production by THP-1 cells cultured in the absence  
177 (Co) or presence of MSU or silibinin (SB). Results, obtained from five independent experiments, are  
178 shown as mean + SD in arbitrary units (a.u.). *p<0.05 vs. Co, MSU+SB (ANOVA). 

 

179 3. Discussion 

180         The results of the present study show that monocytes from preeclamptic women are 

181 endogenously  activated  and  may  play  a  role  in  the  systemic  inflammatory  response  already 

182 described in PE [26,27]. Compared with NT pregnant women, basal gene expression of  NLRP1 and 

183 NLRP3   inflammasomes,   the   TLR4/NF-κB   pathway   and   pro-inflammatory   cytokines   were 

184 significantly  increased  in  monocytes  from  preeclamptic  women,  findings  that  highlight  the 

185 inflammatory profile of these cells. 

186        Activation of monocytes from preeclamptic patients includes high expression of surface markers 

187 such as TLR4 and CD64, increased production of pro-inflammatory cytokines and elevated oxygen 

188 free radical release compared with NT pregnant women [15,28,29]. The activation state of these cells 

189 seems to be related to DAMPs, circulating molecules capable of inducing inflammation [30]. Several 

190 DAMPs, such as uric acid [24], heat shock proteins (e.g., Hsp70) [31], products released from the 

191 extracellular matrix (e.g., hyaluronan) [32] and proteins released from damaged or stressed cells (e.g., 

192 high mobility group box-1  (HMGB1))  [33], are  elevated  in preeclamptic patient  plasma  and may 

193 interact with TLRs or nod-like receptors with a pyrin domain (NLRP), actions that lead to monocyte 

194 activation in PE [27]. 

195         The results of significantly higher uric acid plasma concentrations in preeclamptic compared to 

196 NT pregnant women, detected in the present study, confirms previous reports [15,24]. The origin of 

197 this DAMP in plasma is unknown, but it is possible that hyperuricemia may induce inflammasomes 

198 and activate NF-κB, changes that would result in an exaggerated inflammatory state in PE. Previous 

199 studies reported uric acid effects on the innate immune system, such as its potential to activate the 

200 inflammasome complex [18]. The present results demonstrated that monocyte stimulation with MSU 
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201 not only increased the gene expression of inflammasome components, but it also enhanced NF-κB 

202 transcription  and  concentration  in  nuclear  extracts.  NF-κB  pathway  activation  is  essential  to 

203 upregulate pro-IL-1β and NLRP3 protein synthesis [34]. Furthermore, MSU stimulus increased IL-1β 

204 and TNF-α mRNA levels, results that corroborate the literature [24]. On the other hand, the elevated 

205 endogenous   production   of   TNF-α   by   monocytes   from   preeclamptic   women   might   act in 

206 inflammasome complex activation by stimulating the NF-κB pathway and inducing TNF-α and IL-1β 

207 transcription [35]. In turn,  these cytokines  may  act  by  promoting NF-κB  activation, which would 

208 consequently maintain a cycle of  cellular  activation  [36]  that results in the  excessive  and  chronic 

209 inflammation observed in PE. 

210          In the present study, diminished basal inflammatory gene expression for NLRP1, NLRP3, Caspase-1,  

211 TLR4, MyD88, NF-kB, IL-1β, IL-18 and TNF-α by monocytes from NT pregnant women could be  

212 associated with IL-10 regulatory activity, namely once its gene and protein expression are 

213 significantly higher than in monocytes from the PE group. Low IL-10 production by monocytes 

214 occurs in patients with PE [14,29]. Thus, high IL-10 production plays beneficial roles in normal 

215 pregnancy  by promoting successful  placentation and  controlling excessive  inflammation through 

216 downregulation of IL-1β and TNF-α gene expression [37,38]. 

217         Our results demonstrated that in vitro treatment of monocytes from preeclamptic women with 

218 SB induced IL-10 expression, a finding which confirms the anti-inflammatory effect of this flavonoid 

219 [3,6,23]. Moreover,  in monocytes from the  PE group,  SB reverted the activation  of inflammasome- 

220 (NLRP1,  NLRP3  and  caspase-1)  and  NF-κB-pathway-related  (TLR4,  MyD88  and  NF-κB)  gene 

221 expression and reduced NF-κB activation and its nuclear extract concentration. Regarding cytokine 

222 gene expression,  SB treatment reduced  IL-1β,  IL-18 and  TNF-α  mRNA  levels in monocytes  from 

223 preeclamptic women. These polyphenolic flavonoid effects might be related to a SB suppressive effect 

224 on the phosphorylation of IκB, a protein bound to NF-κB in the cytoplasm that prevents its migration 

225 to the nucleus and impairs the transcription of inflammation-related genes [39,40]. Thus, SB can 

226 modulate inflammatory effects in these cells even when administrated in an already inflammatory 

227 environment. 

228           Activation of the NLRP1 and NLRP3 inflammasomes, the NF-κB pathway and inflammatory 

229 cytokines  by  MSU,  as  well  as  their modulation  by  SB,  were  reproduced in  the  THP-1  human 

230 monocyte cell line. We demonstrated that MSU activated THP-1 cells and, consequently, triggered 

231 inflammasome and NF-κB pathway activation. On the other hand, SB-treated THP-1 cells showed a 

232 marked reduction in their inflammatory profile, a change seen by diminished inflammation-related 

233 gene expression and inflammatory cytokine production. These results confirm our previous findings 

234 about the upregulation of inflammasomes by MSU in monocytes [24] and downregulation of NF-kB 

235 activity and inflammatory cytokine production by SB treatment of PBMCs from pregnant women 

236 with PE [23]. 

237          In conclusion, the present study suggests that uric acid participates in the excessive 

238 inflammation present in PE by stimulating NLRP1/NLRP3 inflammasomes and the NF-kB pathway. 

239 SB treatment  modulated the sterile inflammation established in monocytes  from  pregnant women 

240 with PE, an effect that demonstrate its relevant role on the regulation of the inflammatory  response 

241 in this disease. Considering these results, as well as the existing clinical uses and notorious safety of 

242 this flavonoid, future studies on SB immunomodulatory effects on the exacerbated inflammation 

243 characteristics of PE are encouraged to further elucidate its potential as an adjuvant treatment for this 

244 gestational pathology. 
 

245 4. Materials and Methods 
 

246 4.1. Subjects 

247 The study comprised 40 pregnant women without a previous history of hypertension 

248 or obstetric and medical complications, admitted to the Obstetric Unit of Botucatu Medical 

249 School, Botucatu, SP. Twenty women were diagnosed with PE, defined as a persistently 
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250 elevated blood pressure of 140 over 90 mmHg and proteinuria ( 300 mg in urine collected 

251 during 24 h) after the twentieth week of gestation, or in the absence of proteinuria, by new- 

252 onset  hypertension  associated  with  other  complications  such  as  thrombocytopenia,  HELLP 

253 (hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count) syndrome, new-onset cerebral or visual 

254 disturbances, renal insufficiency or acute pulmonary edema [9]. A group of 20 pregnant  women 

255 with an uncomplicated pregnancy who remained NT and non-proteinuric were recruited as 

256 controls and matched for gestational age with the preeclamptic group. Gestational age was 

257 calculated from  the  last menstrual  period  and confirmed by early (<  12 weeks gestation) 

258 ultrasound examination. Proteinuria in 24-h urine was measured by a colorimetric method, 

259 the Technicon RAXT automation system, and uric acid was assessed by uric acid enzymatic 

260 Trinder (Biotrol Diagnostic) in the Clinical Laboratory of Botucatu Medical School – UNESP. 

261 Exclusion criteria included prior preeclampsia, multiple gestation, illicit drug use and pre- 

262 existing medical conditions such as diabetes, chronic hypertension and infectious and renal 

263 disease. The Ethics Committee of the Botucatu Medical School approved the study (protocol 

264 number 2.333.216), and all women gave written informed consent. Parents or guardians 

265 signed for women aged less than 18 years. 

 

266 4.2. Blood sampling 

267 For the evaluation of gene expression, cytokine production and NF-κB quantification in 

268 monocytes from women with PE, blood was collected at the time of disease diagnosis, and from NT 

269 pregnant women at the time when they were matched for gestational age with women with PE. Blood 

270 samples (10 mL) were collected by venipuncture from the antecubital vein and were put into a 

271 sterile plastic tube that contained 10 U/ml ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; Becton 

272 Dickinson-BD Vacutainer; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). After blood centrifugation at 

273 4°C for 10 min at 1,200 g, the plasma fraction was removed and aliquots were stored at -80° until 

274 the time of cytokine determination. 

 

275 4.3. Monocyte cultures 

276 After plasma separation, PBMCs were isolated by density gradient centrifugation on Ficoll- 

277 Paque Premium [density (d) = 1.077] (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden) as previously 

278 described [15]. Cell viability, as determined by 0.2% trypan blue (Gibco) dye exclusion, was > 95% in 

279 all experiments. Monocytes were counted using neutral red (0.02%) in the PBMC suspension, and  5 

280 x 105  monocytes/mL in complete medium were distributed (1 mL/well) in 24-well flat-bottomed 

281 plates (NalgeNunc, Rochester, NY, USA). After incubation for 2 h at 37°C in a humidified 5% CO2 

282 atmosphere,  non-adherent  cells  were  removed  by  aspiration  and  each  well  rinsed  twice  with 

283 complete medium. Monocyte preparations routinely contained >  90% monocytes as determined by 

284 morphologic examination and staining for non-specific esterase [41]. Monocytes were incubated with 

285 complete medium in the presence or absence of 50 µg/mL of MSU (Sigma-Aldrich) at 37°C in 5% CO2 

286 and/or 50 µg/mL of SB (Sigma-Aldrich) at 37°C in 5% CO2. The MSU and SB concentrations used  in 

287 monocyte cultures were previously standardised by employing monocytes from five healthy non- 

288 pregnant women. 
 

289 4.4. THP-1 cell culture 

290 THP-1 cells (ATCC No. TIB 202) were obtained from the collection of the Recombinant 

291 Technology Laboratory (LATER; Bio-Manguinhos, Fiocruz) and maintained in liquid nitrogen (- 

292 196°C) for a maximum of 12 months. Cells were thawed from cryotubes. Subsequently, they were 

293 washed three times with 1x phosphate buffered saline (PBS; 137 mM NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, 

294 Germany), 2.7 mM KCl (Sigma-Aldrich), 10 mM Na2HPO4 (Merck) and 1.8 mM KH2PO4 (Merck)) pH 
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295 7.4. For maintenance, cells were cultured in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), formulated with 0.2% (v/v) 

296 NaHCO3 (Sigma-Aldrich) and supplemented with 20% (v/v) inactivated fetal bovine serum (Gibco), 

297 and  grown  in  25  cm2    T-bottles  (Corning,  Corning,  USA)  at  37°C  in  5%  CO2  for  3  days.  Cell 

298 concentration and viability were determined on a haemocytometer by light microscopy (100x) using 

299 a 1:50 dilution in 0.4% trypan blue. 

300 For experimental preparations, cells were removed from the original culture medium, washed 

301 twice  in PBS  and  resuspended in 1  ml of RPMI  1640 medium supplemented  with 10%  (v/v) fetal 

302 bovine serum. After quantification, the cells were suspended at a concentration of 5 x 105  cells/ml in 

303 RPMI 1640 supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum. 
 

304 4.5. Nuclear extraction of monocytes 

305 Monocytes from preeclamptic and NT pregnant women, at a concentration of 5 x 105 cells/ml, 

306 were cultured for 30 min in the presence or absence of 50 µg/mL MSU or SB. The cells, obtained as 

307 described in the monocyte cultures section, were subjected to nuclear extraction using a nuclear 

308 extraction  kit  (Cayman  Chemical  Company,  Michigan,  USA)  according  to  the  manufacturer’s 

309 instructions. 
 

310 4.6. Determination of p65NF-κB activity 

311 Nuclear extracts for each culture condition were employed to determine the p65NF-κB level by 

312 using a transcription factor enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Cayman Chemical) 

313 according to the manufacturer’s instructions. Total protein concentration in nuclear extracts was 

314 determined by Lowry's method [42], and p65NF-κB was expressed as μg/μg of nuclear protein. 
 

315 4.7. Cytokine determinations 

316 Cytokine concentrations in monocytes and THP-1 culture supernatants were determined by 

317 Quantikine ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) for TNF-α and IL-1β according to the 

318 manufacturer’s instructions. Assay sensitivity limits were 1.6 pg/mL for TNF-α, 1.0 pg/mL for IL-1β, 

319 3.9 pg/mL for IL-10 and 2.25 pg/mL for IL-p18. 
 

320 4.8. Expression of transcripts related to inflammation 

321 Monocytes and THP-1 cells were incubated with complete medium in the presence or absence 

322 of 50 µg/mL MSU or SB for 4 h at 37ºC in 5% CO2. The cells were subjected to analysis of the 

323 transcriptional level of the genes that encode the proteins NLRP1, NLRP3, Caspase-1,TLR4, MyD88, 

324 NF-κB, IL-1β, IL-18, TNF-α and IL-10. Total RNA was extracted from monocytes with the Total RNA 

325 Purification Kit (NorgenBiotek Corp., Thorold, Canada) according to the manufacturer's protocol. 

326 After extraction, 1 µg of total RNA was incubated with DNase I Amp Grade (Invitrogen). The purity 

327 and  relative  quality  of  samples  were  determined  by  fluorometry  using  Qubit®   Fluorometric 

328 Quantitation, Thermo Scientific. Subsequently, complementary DNA (cDNA) was synthesised in a 

329 60μl  reaction  (with  450  ng  total  RNA)  using  the  ImProm-IITM   Reverse  Transcription  System, 

330 according to the manufacturer's protocol. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) 

331 was performed using RT GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) according to [24]. 

332 A 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) was used for analysis. Variants of the 

333 studied targets were aligned in the MEGA 5.1 program and each primer was subsequently selected 

334 by the software Primer-BLAST. Primers located in exon-exon junctions guarantee the purity of the 

335 reaction, namely the absence of any genomic DNA that may contaminate it. The primer sequences 

336 used in this study are shown in Table 2. 
 

337 Table 2. Primers for inflammasome and NF-κB pathway components, cytokines and GAPDH. 

338 Numbers indicate nucleotide positions in the corresponding transcripts. 
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Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) GenBank 

NLRP1 (1728)TCCGGCTCCCATTAGACAGA(1747) (1810)AGACCCATCCTGGCTCATCT(1791) NM_033004.3 

NLRP3 (2826)GAGGAAAAGGAAGGCCGACA(2845) (2917)TGGCTGTTCACCAATCCATGA(2897) NM_004895.4 

CASP1 (1065)AGACATCCCACAATGGGCTC(1084) (1172)TGAAAATCGAACCTTGCGGAAA(1151) NM_033292.3 

TLR4 (2274)TGCTTCTTGCTGGCTGCATA(2293) (2359)CCAGTCCTCATCCTGGCTTG(2340) NM_138554.4 

MYD88 (263)GTCTCCTCCACATCCTCCCT(282) (344)TCCGCACGTTCAAGAACAGA(325) NM_001172567.1 

NFKB1 (1072) TGCAGCAGACCAAGGAGATG(1091) (1211) TGCATTGGGGGCTTTACTGT(1192) NM_003998.3 

IL1B (544)GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC(564) (653)AACACGCAGGACAGGTACAG(634) NM_000576.2 

IL18 (438)ACTGTAGAGATAATGCACCCCG(459) (517)AGTTACAGCCATACCTCTAGGC(496) NM_001562.3 

TNF (325)GCTGCACTTTGGAGTGATCG(344) (462)GGGTTTGCTACAACATGGGC(443) NM_000594.3 

IL10 (361)AAGACCCAGACATCAAGGCG(380) (445)ATTCGATGACAGCGCCGTAG(426) NM_000572.2 

GAPDH (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703) (801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782) NM_002046.4 

 

339 4.9. Statistical Analysis 

340 The clinical characteristics of pregnant NT or preeclamptic women, as well as the data on 

341 monocyte gene expression, were analysed by non-parametric methods (Kruskal-Wallis and Mann- 

342 Whitney  U  test).  The  data  for  THP-1  cellular  gene  expression  and  NF-κB  quantification were 

343 evaluated by parametric analysis of variance (ANOVA). Results were evaluated using the statistical 

344 program  GraphPad  Prism,  version  6.01  (GraphPad,  CA,  USA),  and  statistical  significance was 

345 accepted at p < 0.05. 
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Resumo 
 

A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome específica da gravidez, associada com 

inflamação sistêmica exacerbada, que poderia ser dependente da deficiência de 

fatores reguladores, como a progesterona (PG), capaz de modular essa resposta 

inflamatória. O objetivo do presente trabalho foi avaliar, in vitro, o efeito modulador da 

PG sobre os inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e sobre a via de sinalização dependente 

de TLR4-MyD88 em monócitos de gestantes portadoras de PE e em linhagem celular 

de monócitos humanos THP-1. Monócitos obtidos do sangue periférico de 20 

gestantes com PE, 20 gestantes normotensas e células THP-1 foram cultivados na 

presença ou ausência de urato monossódico (MSU), hialurona (HA) e PG por 

diferentes períodos: a) por 30 min para determinação da fosforilação de NF-κB e para 

expressão dos fatores intra-citoplasmáticos NF-κB e IκBα por citometria de fluxo, b) 

por 4h para avaliar a expressão gênica de TLR4, MYD88, NFKB1, NLRP1, NLRP3, 

CASP1, IL1B, IL18, TNF e IL10 analisada por RT-qPCR e c) por 18h para a 

determinação da concentração das citocinas IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 por ELISA e 

da expressão do receptor de superfície TLR4 por citometria de fluxo. Foram 

determinados os níveis plasmáticos de ácido úrico e PG em gestantes pré-eclâmpticas 

e normotensas. Os resultados foram analisados por meio de testes paramétricos e 

não-paramétricos com nível de significância de 5%. Os níveis plasmáticos de PG 

foram significativamente menores, enquanto os de ácido úrico foram maiores em 

gestantes com PE quando comparados com gestantes normotensas. Monócitos de 

gestantes com PE apresentaram maior ativação endógena dos genes inflamatórios 

(TLR4, MYD88, NFKB1, NLRP1, NLRP3, CASP1, IL1B, IL18 e TNF) e menor de IL10 

em comparação com as gestantes normotensas. A expressão de TLR4 e NF-κB foi 

maior, enquanto a de IκBα foi menor no grupo de gestantes com PE quando 

comparada à de gestantes normotensas. A maior atividade basal de NF-κB fosforilado, 

observada em monócitos de gestantes com PE, apresentou-se menor após o 

tratamento dessas células com PG. O estímulo com MSU e HA aumentou a expressão 

dos genes e proteínas relacionados à inflamação e diminuiu a de IL-10 em monócitos 

de gestantes com PE, enquanto o tratamento com PG teve efeito imunomodulador, 

diminuindo essa expressão. No grupo PE, os estímulos com MSU e HA aumentaram 

a expressão de NF-κB e diminuiram a de IκBα. Por outro lado, o tratamento dos 

monócitos com PG induziu diminuição de TLR4 e NF-κB e aumento de IκBα. Células 
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THP-1 apresentaram perfil de resposta imunológica semelhante à dos monócitos de 

gestantes pré-eclâmpticas, após estímulo com MSU e HA e tratamento com PG. Os 

resultados sugerem a participação de MSU e de HA na resposta inflamatória sistêmica 

da PE e, que o tratamento das gestantes com PG poderia diminuir essa inflamação, 

devido ao papel imunomodulador desse hormônio sobre a ativação de monócitos na 

PE. 

 

Palavras-chave: monócitos, pré-eclâmpsia, urato monossódico, hialurona, NF-kB, 

inflamassomas NLRP1/NLRP3, progesterona. 
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Abstract 
 

Preeclampsia (PE) is a pregnancy-specific syndrome, associated with a huge 

systemic inflammation, which may be dependent on the deficiency of regulatory 

factors, such as progesterone (PG), which is capable of modulating the inflammatory 

response. The aim of the presente study was to evaluate, in vitro, the modulatory effect 

of PG on NLRP1/NLRP3 inflammasomes and on the TLR4/MyD88-dependent 

signaling pathway in monocytes from pregnant women with PE and in human 

monocyte cell line THP-1. Monocytes obtained from the peripheral blood of 20 

preeclamptic and  20 normotensive (NT) pregnant women, as well as the THP-1 cells, 

were cultured with or without monosodium urate (MSU), hyaluronan (HA) and PG for 

different periods: a) for 30 min to determine the expression of NF-κB phosphorylated 

and for expression of NF-κB and IκBα intracytoplasmic factors by flow cytometry, b) 

for 4 h to evaluate the gene expression of TLR4, MYD88, NFKB1, NLRP1, NLRP3, 

CASP1, IL1B, IL18, TNF and IL10 analyzed by qPCR and c) for 18 h to determine the 

concentration  of IL-1β, IL-18, TNF-α and IL-10 cytokines by ELISA, and the expression 

of TLR4 surface receptor by flow cytometry. Plasma levels of uric acid and PG were 

determined in preeclamptic and NT pregnant women. The results were analyzed using 

parametric and non-parametric tests with a significance level of 5%. Plasma levels of 

PG were significantly lower, whereas uric acid levels were higher in pregnant women 

with PE when compared to NT pregnant women. Monocytes from preeclamptic women 

showed higher endogenous activation of the inflammatory genes (TLR4, MYD88, 

NFKB1, NLRP1, NLRP3, CASP1, IL1B, IL18 and TNF) and lower of IL10 compared to 

NT pregnant women. The expression of TLR4 and NF-κB was higher, whereas IκBα 

was lower in PE than in NT group. The higher basal activity of phosphorylated NF-κB, 

observed in monocytes from pregnant women with PE, was lower after PG treatment. 

MSU and HA stimuli increased the expression of genes and proteins related to 

inflammation and decreased the IL-10 in monocytes from pregnant women with PE, 

whereas the cell treatment with PG led to immunomodulatory effect, diminishing this 

expression. In PE group, MSU and HA stimuli increased NF-κB and decreased IκBα 

expression. On the other hand, treatment of monocytes with PG induced a decrease 

of TLR4 and NF-κB and increase of IκBα. THP-1 cells presented a similar immune 

response profile to the monocytes from preeclamptic women after MSU and HA stimuli 

and PG treatment. The results suggest the involvement of MSU and HA in the systemic 
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inflammatory response of PE and that the treatment of preeclamtic women with PG 

may be able of reducing this inflammation due to the immunomodulatory role of this 

hormone on the monocyte activation in PE. 

 

Keywords: monocytes, preeclampsia, monosodium urate, hyaluronan, NF-kB, 

NLRP1/NLRP3 inflammasomes, progesterone. 
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1. Introdução 

A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome específica da gravidez associada à 

hipertensão de início recente, a partir da 20ª. semana de gestação, em mulheres 

previamente normotensas. Apesar de muitas vezes acompanhado de proteinúria, o 

aparecimento de hipertensão arterial e outros sinais ou sintomas de PE podem ocorrer 

em algumas mulheres na ausência de proteinúria (Homer et al., 2008). Assim, devem 

ser diagnosticadas como portadoras de PE, mulheres que apresentem qualquer uma 

das seguintes manifestações clínicas graves: valor de pressão arterial sistólica maior 

ou igual a 160 mmHg ou pressão arterial diastólica maior ou igual a 110 mmHg, 

insuficiência renal, comprometimento hepático, alterações neurológicas ou 

hematológicas, edema pulmonar na ausência de proteinuria. (Tranquilli et al., 2014; 

ACOG, 2019). Essas características graves aumentam o risco de morbidade e 

mortalidade materna, fetal e neonatal (Von Dadelszen et al., 2011). 

A PE caracteriza-se por resposta inflamatória sistêmica exagerada, decorrente 

da ativação endógena de células da imunidade inata e adaptativa, que se reflete na 

ativação excessiva de leucócitos do sangue periférico e que pode interferir na 

progressão da gravidez normal (Lok et al., 2009; Ribeiro et al., 2017).  Este distúrbio 

imunológico parece ter sua origem na placenta, resultante de lesão tecidual causada 

por isquemia/hipóxia e decorrente da falha de invasão das artérias uterinas pelo 

trofoblasto fetal (Huppertz, 2008). A diminuição da oferta local de oxigênio e nutrientes 

está associada à morte celular aumentada do trofoblasto (Wu et al., 2012), que pode 

resultar na liberação de mediadores de ativação endotelial e inflamação sistêmica 

materna (Redman & Sargent, 2003). Esses mediadores, liberados após necrose do 

trofoblasto (Huppertz et al., 2003) incluem DNA fetal, ácido úrico, High Mobility Group 

Box 1 (HMGB1), produtos de matriz extracelular, IL-1α entre outros, caem na 

circulação materna e podem interagir com leucócitos circulantes, contribuindo para a 

resposta inflamatória intensa descrita na PE. Assim, a resposta inflamatória sistêmica 

exacerbada, que na PE geralmente ocorre na ausência de infecção microbiana, tem 

sido descrita como inflamação estéril (Nadeau-Vallée et al., 2016; Brien et al., 2018). 

Os fatores endógenos desencadeantes dessa inflamação estéril são 

conhecidos como padrões moleculares associados ao dano (DAMPs) ou alarminas e 

que contribuem tanto para a inflamação placentária local como para a inflamação 

sistêmica e a disfunção endotelial (Khan & Hay, 2015). DAMPs como cristais de ácido 
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úrico (Matias et al., 2015), reativos intermediários do oxigênio, proteínas de choque 

térmico (HSPs) (Asea et al., 2002; Mandrekar et al., 2008), proteínas liberadas de 

células lesadas como HMGB1 (Park et al., 2004) e produtos liberados da matriz 

extracelular, como fibronectina e hialurona (Okamura et al., 2001; Campo et al., 2010; 

SaïdSadier & Ojcius, 2012) exercem seu efeito inflamatório por meio da interação com 

receptores de reconhecimento de padrão (PRRs) expressos em células da imunidade 

inata. Os principais são os receptores semelhantes ao Toll (TLRs) que reconhecem e 

ligam moléculas presentes tanto na superfície de patógenos, denominadas padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) (Koga & Mor, 2008), como DAMPs 

(Matzinger, 2002; Kim et al., 2005). Outros PRRs são membros da família de 

receptores Nod-like ou NLR (proteína contendo domínio de oligomerização 

nucleotídica), que são proteínas citosólicas que reconhecem PAMPs e DAMPs dentro 

do citoplasma da célula do hospedeiro e recrutam outras proteínas, formando 

complexos de sinalização que promovem a inflamação e são denominados 

inflamassomas, gerando formas ativas de IL-1β (Franchi et al., 2009). Segundo Khan 

& Hay (2015), as DAMPs podem induzir hiperativação dos inflamassomas, resultando 

na manutenção do estado inflamatório intenso, observado na PE. 

Na literatura há relatos de ativação endógena de receptores TLR4 e de 

inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em monócitos de gestantes portadoras de PE e de 

sua contribuição para a produção de citocinas inflamatórias e patogênese da PE (Al-

Ofi et al., 2014; Medeiros et al., 2014; Chen et al., 2015; Matias et al., 2015). Esses 

estudos confirmam o envolvimento de monócitos na intensa resposta inflamatória 

intravascular descrita na PE (Redman & Sargent, 2003; Borzychowski et al., 2006). 

Em trabalho recente demonstramos que o estímulo, in vitro, de monócitos de 

gestantes pré-eclâmpticas com DAMPs como cristais de ácido úrico e hialurona 

induzem ativação  de inflamassomas, representada por expressão gênica aumentada 

de NLRP1, NLRP3 e seus componentes caspase-1, IL-1β e IL-18, além de maior 

síntese de IL-1β e TNF-α. Por outro lado, o cultivo das células com Hsp70 não induziu 

ativação de inflamassoma, mas levou à produção de maiores concentrações de IL-1β 

e TNF-α, sugerindo que Hsp70 induz ativação de monócitos por mecanismo 

independente da ativação de inflamassomas (Romão-Veiga et al., 2018). Assim, 

níveis significativamente elevados de ácido úrico, hialurona, Hsp70, HMGB1 e 

citocinas inflamatórias foram descritos no plasma de gestantes portadoras de PE 
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quando comparadas às gestantes normotensas (Berg et al., 2001; Peraçoli et al., 

2011; Naruse et al., 2012; Peraçoli et al., 2013; Raghupathy et al., 2013; Romão et al., 

2014; Romão-Veiga et al., 2018) e contribuem para o desenvolvimento e manutenção 

da resposta inflamatória sistêmica nessas gestantes (Zhu et al., 2015).  

Em conjunto esses resultados demonstram que na PE, ao contrário da 

gestação normal, ocorre um desvio para um perfil inflamatório, que poderia ser 

decorrente da falha de mecanismos moduladores, capazes de regular a inflamação.   

Já é bem conhecido, que hormônios da gestação como estrógeno e 

progesterona são produzidos pela placenta e exercem importante papel no 

estabelecimento e manutenção da gestação (Shin et al., 2018). Tanto estrógeno 

quanto progesterona são produzidos pelo trofoblasto placentário a partir de 6 a 8 

semanas de gestação (Tulchinsky et al., 1972) e seu aumento durante a gestação 

capacitam o útero e a placenta a melhorar a vascularização, transferir nutrientes e 

suportar o desenvolvimento fetal (Pepe & Albrecht, 1999), além de regular a 

adaptação cardiovascular pelo aumento do fluxo sanguíneo durante a gravidez 

(Chung & Leinwand, 2014). A progesterona é também importante na supressão da 

resposta imunológica materna aos antígenos fetais, prevenindo assim, a rejeição do 

trofoblasto e facilitando sua implantação no organismo materno (Walter et al., 2005). 

Na gestação humana, a produção de progesterona é produzida inicialmente pelo 

corpo lúteo, mas após 8 semanas de gestação aumenta gradualmente sendo 

produzida principalmente pela placenta (Arck et al., 2007). A progesterona interage 

com vários receptores celulares, tais como nucleares (PR), de membrana (mPR) e 

receptores para glicocorticóides (GR) presentes em células mononucleares do sangue 

periférico, sendo seu principal efeito sobre células da resposta imune, mediado por 

interação com receptores GR (Li et al., 2006; Dosiou et al., 2008; Engler et al., 2017; 

Ugor et al., 2018). 

Embora a suplementação de progesterona, na forma de caproato de 17-alfa-

hidroxiprogesterona seja empregada rotineiramente na prevenção de parto prematuro 

recorrente (Meis, 2006; Merlob et al., 2012; Romero et al., 2014), estudos em 

gestantes portadoras de PE são escassos e necessários para se determinar a 

segurança de seu emprego nessa doença. Há relatos de que a progesterona pode 

controlar a pressão sanguínea em mulheres com PE (Sammour et al., 1982) e reduzir 

significativamente a incidência das manifestações da doença quando ministrada 
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precocemente durante o primeiro trimestre da gestação (Schindler, 2010; Zainul 

Rashid et al., 2014). 

Vários estudos mostram que os níveis plasmáticos de progesterona estão 

significativamente diminuídos em mulheres portadoras de PE em comparação a 

gestantes normotensas (Kiprono et al., 2013; Shin et al., 2018; Wan et al., 2018; Zhang 

et al., 2018), sugerindo que essa deficiência possa estar envolvida na patogênese da 

PE. Embora haja relatos das propriedades imunorreguladoras da progesterona sobre 

a resposta imune na gestação (Shah et al., 2018), não se conhecem seus efeitos sobre 

a PE. 

O efeito modulador da progesterona foi descrito em modelo experimental de PE 

em ratas, induzido por isquemia placentária e em culturas de células endoteliais de 

veia umbilical humana (HUVEC) cultivadas com plasma de gestantes pré-eclâmpticas 

ou de gestantes normotensas. O tratamento dos animais com progesterona atenuou 

a hipertensão arterial e a secreção de endotelina-1 induzidas por isquemia placentária, 

enquanto os níveis plasmáticos significativamente menores de progesterona, 

detectados nas gestantes portadoras de PE estimularam a produção de endotelina-1 

pelas células HUVEC. A suplementação de progesterona na cultura tratada com 

plasma de gestantes pré-eclâmpticas diminuiu a secreção de endotelina pelas células 

endoteliais, demonstrando papel protetor desse hormônio sobre ativação e disfunção 

endotelial na PE (Kiprono et al., 2013). Outros estudos in vitro e experimentais ainda 

mostram importante papel da progesterona na diminuição da resposta inflamatória 

induzida por citocinas inflamatórias, que leva a alterações patológicas observadas na 

PE (Keiser et al., 2009; Amaral et al., 2014; 2015). 

Considerando que a intensa resposta inflamatória sistêmica detectada na PE 

está associada à produção de citocinas pró-inflamatórias e ativação do complexo 

inflamassoma em monócitos do sangue periférico, o objetivo do presente trabalho foi 

avaliar, em modelo in vitro, o efeito modulador anti-inflamatório da progesterona sobre 

a expressão dos inflamassomas NLRP1, NLRP3 e sobre a via TLR4/MyD88/NF-kB 

em monócitos do sangue periférico de gestantes portadoras de PE e em linhagem 

celular de monócitos humanos THP-1. 
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2. Material e Métodos 

2.1. Casuística 

Foram estudadas 20 primigestas portadoras de PE e 20 primigestas 

normotensas que realizaram a assistência ao parto na Maternidade do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP. A idade gestacional dos 

grupos estudados foi estabelecida pela data da última menstruação e confirmada por 

exame ultra-sonográfico precoce (< 20 semanas de gestação). 

Uma gestante foi considerada portadora de PE quando, sem antecedente de 

hipertensão arterial, manifestou hipertensão arterial (≥ 140x90 mmHg) associada à 

proteinúria (≥ 300 mg em urina coletada durante 24 horas), após a 20ª semana de 

gestação (ACOG, 2019). 

O tamanho amostral foi calculado, considerando-se a diferença de médias entre 

IL-1β para gestantes portadoras de pré-eclâmpsia, com base nos resultados 

apresentados em trabalho anterior (Matias et al., 2015). Considerando uma 

confiabilidade de 95%, poder de 90% e 20% de variabilidade nos valores de IL-1β, o 

tamanho amostral foi de, no mínimo 20 indivíduos no grupo. 

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto 

à finalidade da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Medicina de Botucatu – UNESP (Protocolo CAAE nº 56533616.4.0000.5411). 

 

2.2. Critérios de inclusão 

- Gestantes com PE: gestação única, com idade gestacional entre 28 e 40 

semanas, diagnóstico de PE e sem qualquer outra intercorrência clínica ou obstétrica. 

- Gestantes normotensas: gestação única, com idade gestacional entre 28 e 40 

semanas e sem qualquer intercorrência clínica ou obstétrica.   

 

2.3. Dosagem de proteinúria 

A proteinúria em urina de 24 horas foi quantificada por método colorimétrico, no 

sistema de automação Technicon RAXT do Laboratório de Análises Clínicas do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. 



58 
 

2.4. Colheita de sangue 

A colheita de sangue para determinação de ácido úrico e progesterona e para a 

avaliação da expressão de moléculas relacionadas aos inflamassomas, fator de 

transcrição NF-kB, receptor TLR4 e produção de citocinas por monócitos de gestantes 

portadoras de PE foi feita no momento do diagnóstico da doença e, a de gestantes 

normotensas, no momento em que foram pareadas pela idade gestacional com as 

gestantes pré-eclâmpticas. Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas por punção 

venosa da veia antecubital e foram colocadas em tubo plástico estéril contendo 10 

U/mL de EDTA (Becton Dickinson-BD Vacutainer; BD Biosciences, Franklin Lakes, 

NJ). Após centrifugação por 10 min a 3000 g, o plasma obtido foi removido e alíquotas 

foram armazenadas a -80°C até o momento de sua utilização. 

 

2.5. Dosagem de ácido úrico e progesterona no plasma de gestantes 

com pré-eclâmpsia e de gestantes normotensas 

O ácido úrico foi determinado no plasma de gestantes portadoras de PE e de 

gestantes normotensas por método enzimático, no sistema de automação Trinder 

(Biotrol Diagnostic) do Laboratório de Análises Clínicas do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. 

Os níveis plasmáticos de progesterona (PG) foram determinados pelo método 

de quimiluminescência automatizada por micropartículas (Chemiluminescent 

Microparticle Immunoassay, CMIA) com Architect Progesterone Reagent Kit, pelo 

analisador Architect® i2000 (Abbott®, Santa Clara, California, USA). A sensibilidade 

analítica é de 0,1 ng/mL, segundo descrição do kit. Os valores mínimos e máximos 

esperados para gestantes no terceiro trimestre (após 24 semanas de gestação) são, 

respectivamente, 17,9 e 242,5 ng/mL. 

 

2.6. Isolamento e cultura de monócitos 

O sangue periférico obtido das gestantes foi colocado em tubo estéril contendo 

EDTA (Greiner Bio-one, Americana - Brasil). As células mononucleares foram obtidas 

por separação em gradiente de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare Bio-Sciences, 

Uppsala, Sweden), segundo a técnica descrita por Peraçoli et al. (2011). O anel rico 
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em células mononucleares foi lavado com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA) por 10 min a 200 g. Após esses procedimentos, as células foram 

ressuspendidas em meio de cultura RPMI para posterior contagem, utilizando-se o 

corante Turk 5% (1:1). Após contagem, a concentração celular foi ajustada para 1x107 

PBMCs/mL. Para a separação de monócitos, foi utilizado o kit de Beads magnéticas 

por seleção negativa Pan Monocyte Isolation Kit, Human (Miltenyi Biotec, Germany) 

segundo orientações do fabricante, em colunas MS (Miltenyi Biotec). 

Após separação, os monócitos obtidos foram contados com solução de Turk 5% 

(1:1) e a concentração foi acertada conforme a quantidade de células necessária para 

cada método empregado. 

 

2.7. Cultura de linhagem celular de monócitos humanos THP-1 

A linhagem celular THP-1 (ATCC nº. TIB 202) foi obtida do acervo do Laboratório 

de Tecnologia Recombinante (LATER) de Bio-Manguinhos, Fiocruz mantidos em 

nitrogênio líquido (-196°C) por no máximo 12 meses. As células foram descongeladas 

de criotubos. Posteriormente, foram realizadas três lavagens com PBS [137mM de 

NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), 2.7mM KCl (Sigma-Aldrich), 10mM 

Na2HPO4 (Merck) e 1.8mM KH2PO4 (Merck)] 1X pH 7.4. Para a manutenção celular 

foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), formulado com 0,2% (v/v) 

de NaHCO3 (Sigma-Aldrich), suplementado com 20% (v/v) de soro bovino fetal 

inativado (Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) e mantidas em garrafas T 

de 25 cm2 (Corning, Corning, NY - USA) a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 por 3 

dias. A concentração e viabilidade celular foram determinadas em hemocitômetro por 

microscopia óptica (100x) utilizando-se a diluição de 1:50 em azul de tripan 0,4% 

(Gibco/Thermo Fisher Scientific). No preparo das células para a realização dos 

experimentos, as células foram removidas do meio de cultura original, lavadas duas 

vezes em PBS, ressuspendidas em 1mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% 

(v/v) de soro bovino fetal. Após a quantificação, as células foram ressuspendidas na 

concentração de 5x105 células/mL em RPMI 1640 suplementado com 10% (v/v) de 

soro bovino fetal. 
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2.8. Obtenção dos sobrenadantes das culturas de monócitos e de 

células THP-1 

Para avaliar a produção de IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10, monócitos de gestantes 

(5x105 monócitos/mL) e as células THP-1 (5x105 células/mL), obtidos conforme 

descrito nos itens 2.6 e 2.7, respectivamente, foram incubados a 37°C, em tensão de 

5% de CO2 por 18 h, na presença ou ausência de 50 µg/mL de MSU (Sigma-Aldrich) 

ou 100 µg/mL de HA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) ou 1x10-5 mol/L de PG 

(Sigma-Aldrich). As concentrações de MSU e de HA foram previamente padronizadas 

em culturas de monócitos de mulheres saudáveis, não-grávidas e empregadas 

conforme descrito em trabalhos anteriores do grupo (Matias et al., 2015; Romão-Veiga 

et al., 2018). O sobrenadante obtido após 18 h de cultivo foi aspirado, centrifugado a 

600 g e distribuído em alíquotas, que foram conservadas a -80oC até o momento da 

dosagem das citocinas por ensaio imunoenzimático (ELISA). 

 

2.9. Determinação de p65NF-κB fosforilado 

Para avaliar o efeito da progesterona (PG) sobre a ativação de p65NF-kB 

fosforilado, monócitos de gestantes pré-eclâmpticas e de normotensas (5x105 

células/ml) foram cultivados por 30 minutos na presença ou ausência de PG (1x10-5 

mol/L). Os monócitos foram então submetidos à extração nuclear utilizando-se Cell 

Lysis Buffer 1x (Cell Signaling Technology, Danvers, MA – USA) com a adição de 

PMSF (1 mM) por 5 min. Após esse período, o extrato foi centrifugado à 14000 g por 

10 min e o sobrenadante foi coletado e armazenado à -80ºC. A concentração total de 

proteína nos extratos foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

Para avaliar a ativação de NF-kB, foi empregado o PathScan Phospho-NF-κB 

p65 (Ser536) Sandwich ELISA kit (Cell Signaling Technology), de acordo com as 

instruções do fabricante. A concentração de p65NF-κB encontrada foi dividida pela 

quantidade de proteína total presente nessas células e os resultados expressos em 

µg de p65-NF-κB/µg de proteína. 
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2.10. Avaliação da expressão de transcritos relacionados à inflamação 

Os monócitos de gestantes (5x105 monócitos/mL) e as células THP-1 (5x105 

células/mL) foram cultivados na presença ou ausência de MSU, HA, e PG por 4 h nas 

concentrações já citadas no item 2.8 e, posteriormente submetidos à análise da 

expressão, em nível transcricional, dos genes que codificam as proteínas NLRP1, 

NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10. O RNA total 

dos monócitos e das células THP-1 foram extraídos por meio do sistema Total RNA 

Purification Kit (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Canada), conforme protocolo do 

fabricante. Após a extração, a fim de garantir a completa remoção de DNA genômico, 

1µg de RNA total foi incubado com DNAse I Amp Grade (Invitrogen®, Carlsbad, CA, 

USA). A pureza e qualidade relativa de todas as amostras de RNA total obtidas foram 

determinadas por espectrofotometria utilizando o equipamento Qubit® Fluorometric 

Quantitation (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Posteriormente, a síntese de 

DNA complementar (cDNA) para execução da Reação em Cadeia da Polimerase 

acoplada a transcrição reversa (Reverse Transcription-coupled Polymerase Chain 

Reaction – RT-PCR) foi realizada com 450 ng de RNA total por 60 µl de reação, 

utilizando ImProm-IITM Reverse Transcription System, conforme protocolo do 

fabricante. 

A quantificação da expressão gênica de NLRP1, NLRP3, caspase-1, TLR4, 

MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 foi efetuada por meio da técnica de reação 

em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) utilizando GoTaq® qPCR 

Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com Matias et al. (2015). O 

aparelho utilizado foi 7500 Fast Real-time PCR Systems (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA, USA). 

As diversas variantes dos alvos estudados foram alinhadas no programa MEGA 

5.05 e, posteriormente, cada iniciador foi escolhido por meio do programa Primer-

BLAST. Para cada alvo, foram selecionados iniciadores localizados na junção éxon-

éxon. Iniciadores presentes em tal junção garantem a pureza da reação, ou seja, a 

ausência de qualquer DNA genômico que possa contaminá-la. As sequências dos 

iniciadores utilizadas no presente estudo estão detalhadas no Quadro 1. 
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Quadro 1. Sequências dos iniciadores para a análise da expressão dos genes NRLP1, NLRP3, CASP1, TLR4, 
MYD88, NFKB1, IL1B, IL18, TNF e IL10 em estudo por qPCR. 

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) GenBank 

NLRP1 (1728)TCCGGCTCCCATTAGACAGA(1747) (1810)AGACCCATCCTGGCTCATCT(1791) NM_033004.3 

NLRP3 (2826)GAGGAAAAGGAAGGCCGACA(2845) (2917)TGGCTGTTCACCAATCCATGA(2897) NM_004895.4 

CASP1 (1065)AGACATCCCACAATGGGCTC(1084) (1172)TGAAAATCGAACCTTGCGGAAA(1151) NM_033292.3 

TLR4 (2274)TGCTTCTTGCTGGCTGCATA(2293) (2359)CCAGTCCTCATCCTGGCTTG(2340) NM_138554.4 

MYD88 (263)GTCTCCTCCACATCCTCCCT(282) (344)TCCGCACGTTCAAGAACAGA(325) NM_001172567.1 

NFKB1 (1072) TGCAGCAGACCAAGGAGATG(1091) (1211) TGCATTGGGGGCTTTACTGT (1192) NM_003998.3 

IL1B (544)GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC(564) (653)AACACGCAGGACAGGTACAG(634) NM_000576.2 

IL18 (438)ACTGTAGAGATAATGCACCCCG(459) (517)AGTTACAGCCATACCTCTAGGC(496) NM_001562.3 

TNF (325)GCTGCACTTTGGAGTGATCG(344) (462)GGGTTTGCTACAACATGGGC(443) NM_000594.3 

IL10 (361)AAGACCCAGACATCAAGGCG(380) (445)ATTCGATGACAGCGCCGTAG(426) NM_000572.2 

GAPDH (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703) (801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782) NM_002046.4 

 

2.11. Análise da expressão de TLR4, NF-κB e IκBα por meio da técnica de 

citometria de fluxo 

Monócitos de gestantes portadoras de PE, de normotensas e de células THP-1 

foram cultivados na presença ou ausência de MSU, HA e PG por 30 minutos, nas 

mesmas concentrações já citadas no item 2.8, para análise da expressão dos fatores 

intra-citoplasmáticos NF-κB e IκBα e, por 18 horas para a análise do receptor de 

superfície TLR4. A concentração celular foi ajustada para 2x105 células/mL e as 

células distribuídas em tubos Falcon para citômetro (BD Bioscience). As células foram 

incubadas com anticorpos BD Biosciences, com os respectivos fluorocromos: anti-

CD14 (Alexa FLuor 488) e anti-TLR4 (PE) por 30 min, no escuro. Após centrifugação, 

as células foram lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de ázida sódica e 1% de 

soro bovino fetal e centrifugadas novamente por 10 min a 400g. Em seguida, as 

células foram fixadas e permeabilizadas utilizando Fix Buffer (BD) e Perm Buffer (BD) 

para incubação com anticorpos marcados com fluorocromos específicos contra as 

proteínas intracelulares NF-κB (PE-Cy7) e IκBα (Alexa FLuor 647), por 30 min, no 

escuro e em temperatura ambiente. Para cada teste, tubos controles foram incubados 

com anticorpos isotípicos específicos para cada fluorocromo (Alexa FLuor 488, PE, 

PE-Cy7 e Alexa Fluor 647). As análises foram realizadas em citômetro de fluxo modelo 

FACSCantoTM (BD) usando programa “FlowJo” (FlowJo Enterprises, Ashland, OR, 
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USA) para adquirir e analisar multiparâmetros celulares. Foi padronizada a aquisição 

de 30.000 eventos por amostra, sendo otimizada a população de interesse, 

estabelecendo-se gate (janela) com base em parâmetros de tamanho (FSC) e 

granularidade (SSC) ou fluorescência (FL) de CD14. A partir desse gate, estabelecido 

nos monócitos positivos para CD14, a média de intensidade de fluorescência (MIF) de 

TLR4, NF-κB e IκBα foi avaliada. 

 

2.12. Determinação de citocinas pela técnica de ELISA 

Para quantificação das citocinas IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 nos sobrenadantes 

de cultura de monócitos e cultura de células THP-1, foi empregado ensaio 

imunoenzimático (ELISA), utilizando-se kits comerciais específicos (R&D Systems).  

Nos ensaios, as concentrações dos anticorpos monoclonais e policlonais, bem 

como das citocinas recombinantes específicas, utilizadas nas curvas-padrão, foram 

recomendadas pelo fabricante. O limite de sensibilidade dos kits foi de 1,0 pg/ml para 

IL-1β, 5,15 pg/ml para IL-18, 4,0 pg/ml para TNF-α e 3,9 pg/ml para IL-10. 

 

2.13. Análise estatística 

Os resultados foram avaliados empregando-se testes paramétricos ou não-

paramétricos, segundo o programa estatístico PRISM, (Graph Prism, versão 6.01, 

GraphPad, CA, EUA). A avaliação das características clínicas e dosagens plasmáticas 

das gestantes portadoras de PE e de normotensas foram realizadas pelo teste de U 

de Mann-Whitney. A comparação dos resultados de expressão gênica e proteica de 

monócitos submetidos a diferentes tratamentos foi realizada pelo teste de Kruskal-

Wallis, seguido de comparações múltiplas pelo teste de Dunn. A análise dos 

resultados obtidos das células THP-1 foi realizada por análise de variância (ANOVA), 

seguida de comparações múltiplas pelo teste de Tukey.  O nível de significância 

adotado para todos os testes empregados foi de 5% (p < 0,05). 
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3. Resultados 

3.1. Características clínicas e laboratoriais dos grupos estudados 

A análise das características clínicas e laboratoriais das gestantes portadoras de 

PE e das normotensas mostrou não haver diferença estatística entre os grupos 

avaliados, com relação aos parâmetros de idade e idade gestacional (Tabela 1). No 

entanto, os valores da pressão arterial sistólica e diastólica, bem como os níveis de 

proteinúria e ácido úrico foram significativamente maiores (p<0,05) no grupo de 

gestantes com PE do que em gestantes normotensas. Por outro lado, a concentração 

plasmática de progesterona, mostrou-se significativamente menor no grupo de 

gestantes portadoras de PE em comparação com as normotensas. 

 

Tabela 1. Características clínicas e laboratoriais de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia e de gestantes 

normotensas. 

Características 

Gestantes portadoras 

de pré-eclâmpsia 

(n = 20) 

Gestantes 

normotensas 

(n = 20) 

Idade (anos) 26 (14 – 43) 25 (18 – 38) 

Idade gestacional (semanas) 35 (24 – 40) 34 (23 – 39) 

Pressão arterial sistólica (mmHg)    160*(140 – 200) 105 (95 – 110) 

Pressão arterial diastólica (mmHg) 110*(90 – 120) 65 (60 – 70) 

Proteinúria (mg/urina 24h)    3105*  (300 – 19800) < 300 

Ácido úrico (mg/dL)   6.2* (3.9 – 10.1) 3.2 (2.3 – 4.7) 

Progesterona (ng/mL)    94.5* (21.3 – 165.6) 128.8 (97.7 – 244.0) 

Os valores estão expressos em mediana, com os valores mínimo e máximo entre parênteses. * (p < 0,05) vs 
gestantes normotensas (teste U de Mann-Whitney). 
 

 

3.2. Expressão gênica de monócitos de gestantes portadoras de PE e 

de gestantes normotensas 

Realizou-se a quantificação relativa da expressão dos genes para NLRP1, 

NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, TNF-α, IL-1β, IL-18 e IL-10 em monócitos 

de 20 gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas, estimulados ou não 

com MSU ou HA e tratados ou não com PG. 

A expressão gênica basal de NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, 

IL-1β, IL-18 e TNF-α (Figura 1A-I) foi significativamente maior em monócitos de 
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gestantes com PE quando comparados com o grupo de normotensas. O tratamento 

com MSU e HA aumentou a expressão de todos os genes estudados, exceto IL-10, 

em monócitos de PE em comparação com às culturas Co e tratadas com PG. O cultivo 

de monócitos com PG, por sua vez, diminuiu a expressão desses genes no grupo PE 

(Figura 1A-I). Não houve diferença significativa na expressão dos genes relacionados 

aos inflamassomas e citocinas inflamatórias em monócitos de gestantes normotensas 

estimulados com as DAMPs ou tratados com PG. Contudo, o estímulo com MSU e HA 

induziu maior expressão gênica de TLR4, MyD88 e NF-κB no grupo de normotensas 

(Figura 1D-F).  

Quanto à expressão do gene que codifica a citocina anti-inflamatória IL-10, 

monócitos de gestantes pré-eclâmpticas apresentaram menor expressão endógena 

quando comparada com a de gestantes normotensas (Figura 1J). O cultivo de 

monócitos de gestantes com PE na presença de MSU ou HA diminuiu a expressão do 

gene da IL-10, enquanto o tratamento dessas células com PG levou ao seu aumento. 

Monócitos do grupo de normotensas, quando cultivados com MSU, mostraram menor 

expressão gênica de IL-10 em comparação à cultura controle (Co). O tratamento com 

HA e com PG não alterou a expressão de IL-10 nesse grupo de gestantes (Figura 1J). 
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Figura 3. Expressão gênica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-κB (F), IL-1β 
(G), IL-18 (H), TNF-α (I) e IL-10 (J) em monócitos de 20 gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) e 20 gestantes 
normotensas (NT), cultivados na presença ou ausência de urato monossódico (MSU), hialurona (HA) ou 
progesterona (PG). Resultados foram expressos em mediana de unidades arbitrárias (a.u.). * p<0.05 vs. PE MSU, 
PE HA, PE PG e NT Co; # p<0.05 vs. PE MSU e PE HA; • p<0.05 vs. NT Co e NT PG (Teste de Kruskal-Wallis). 

 

3.3. Determinação de citocinas em sobrenadante de cultura de 

monócitos de gestantes portadoras de PE e de gestantes 

normotensas 

A produção das citocinas IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 por monócitos de 20 

gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas, estimulados ou não com 

MSU ou HA e tratados com PG está representada na Figura 2.  

Observou-se concentração basal de IL-1β, IL-18 e TNF-α produzida por 

monócitos de gestantes portadoras de PE significativamente mais elevada em relação 

ao grupo de normotensas (Figura 2A-C), enquanto a concentração de IL-10 foi menor 

(Figura 2D). 
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Os níveis proteicos de IL-1β e IL-18 apresentaram aumento devido à adição de 

MSU e HA na cultura de monócitos de gestantes portadoras de PE. Já o tratamento 

com PG diminuiu esses níveis. Monócitos de gestantes normotensas produziram 

maior quantidade de IL-1β quando estimulados com MSU e HA (Figura 2A). 

O estímulo com MSU acentuou os níveis proteicos de TNF-α em relação à 

produção endógena (Co) no grupo PE. No entanto, a adição de HA à cultura não foi 

capaz de causar aumento significativo (Figura 2C). O tratamento com PG, por sua 

vez, diminuiu a produção de TNF-α nas pacientes com PE (Figuras 2C). Em relação 

ao grupo de normotensas, monócitos dessas gestantes produziram maiores níveis de 

TNF-α quando estimulados com MSU e HA (Figura 2C). 

É possível observar que a produção de IL-10 não apresentou alteração com a 

adição de MSU, HA ou PG nas culturas de monócitos de gestantes com PE e de 

gestantes normotensas (Figura 2D). 

 

 
Figura 4. Produção IL-1β (A), IL-18 (B), TNF-α (C) e IL-10 (D) por monócitos de 20 gestantes com pré-eclâmpsia 
(PE) e de 20 gestantes normotensas (NT), cultivados na presença ou ausência de urato monossódico (MSU), 
hialurona (HA) ou progesterona (PG). Resultados foram expressos em mediana. * p<0.05 vs. PE MSU, PE HA, PE 
PG e NT Co; # p<0.05 vs. PE MSU e PE HA; • p<0.05 vs. NT Co e NT PG; ♦ p<0.05 vs. PE MSU, PE PG e NT 
Co; □ p<0.05 vs. NT Co (Teste de Kruskal-Wallis). 
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3.4. Análise da expressão do receptor TLR4 e dos fatores intra-

citoplasmáticos NF-κB e IκBα em monócitos de gestantes portadoras 

de PE e de gestantes normotensas 

A análise por citometria de fluxo mostrou que monócitos de gestantes portadoras 

de PE apresentaram maior expressão endógena de TLR4 e NF-κB e menor expressão 

de IκBα quando comparada ao grupo de gestantes normotensas (Figura 3A-C).  

O cultivo de monócitos de gestantes pré-eclâmpticas com MSU e HA não 

aumentou a expressão de TLR4 pelas células. No entanto, o tratamento com PG 

diminuiu seu nível (Figura 3A). Em relação ao grupo das gestantes normotensas, 

monócitos cultivados na presença de MSU e HA apresentaram maior expressão de 

TLR4 em relação às culturas controle (Co) e tratadas com PG (Figura 3A). 

O nível proteico de NF-κB apresentou aumento devido à adição de MSU e HA 

na cultura de monócitos de gestantes portadoras de PE, enquanto o tratamento com 

PG diminuiu esses níveis (Figura 3B). 

Monócitos de gestantes com PE cultivados na presença de MSU e HA 

apresentaram diminuição da expressão de IκBα, enquanto o tratamento com PG 

causou aumento desse fator. Monócitos de gestantes normotensas também 

expressaram menores quantidades de IκBα quando estimulados com MSU e HA 

(Figura 3C). 
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Figura 5. Expressão do receptor de superfície TLR4 e dos fatores intra-citoplasmáticos NF-κB e IκBα em 
monócitos de 20 gestantes com pré-eclâmpsia (PE) e de 20 gestantes normotensas (NT), cultivados na presença 
ou ausência de urato monossódico (MSU), hialurona (HA) ou progesterona (PG). Resultados foram expressos em 
mediana. * p<0.05 vs. PE MSU, PE HA, PE PG e NT Co; # p<0.05 vs. PE MSU e PE HA; • p<0.05 vs. NT Co e NT 
PG; ■ p<0.05 vs. PE PG e NT Co (Teste de Kruskal-Wallis). 

 

3.5. Determinação de NF-κB fosforilado em monócitos de gestantes 

portadoras de PE e de gestantes normotensas 

Monócitos de gestantes portadoras de PE e de normotensas, tratados ou não 

com PG, foram avaliados quanto ao nível proteico de NF-κB fosforilado. 

Observa-se maior concentração endógena de NF-κB fosforilado em monócitos 

de gestantes portadoras de PE do que em gestantes normotensas. Além disso, 

monócitos de gestantes pré-eclâmpticas apresentaram menores níveis de NF-κB 

fosforilado após tratamento com PG. Não houve diferença significativa entre os 

tratamentos dos monócitos no grupo das gestantes normotensas (Figura 4).  
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Figura 6. Atividade do NF-κB fosforilado em monócitos de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) e de 
gestantes normotensas (NT). Monócitos das gestantes foram cultivados na ausência (Co) ou na presença de 
progesterona (PG). Os resultados foram expressos em mediana. * p<0.05 vs. PE PG e NT Co. 

 

3.6. Expressão gênica de células THP-1 

Realizou-se a quantificação relativa da expressão dos genes para NLRP1, 

NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, TNF-α, IL-1β, IL-18 e IL-10 em células 

THP-1 estimuladas ou não com MSU e HA e tratadas com PG. 

O cultivo de THP-1 na presença de MSU e HA aumentou a expressão gênica de 

NLRP1, NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18 e TNF-α, e diminuiu a 

expressão de IL-10 quando comparado com as culturas Co e MSU+PG/HA+PG 

(Figuras 5 e 6).  A adição de PG às culturas estimuladas com MSU e HA diminuiu a 

expressão dos genes inflamatórios e aumentou a expressão de IL-10 (Figura 5J) e HA 

(Figura 6J).  
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Figura 7. Expressão gênica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-κB (F), IL-1β 
(G), IL-18 (H), TNF-α (I) e IL-10 (J) em células THP-1 cultivadas na presença ou ausência de MSU e/ou PG. 
Resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e desvio padrão em 
unidades arbitrárias (a.u.). * p<0.05 vs. Co e MSU+PG (ANOVA). 
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Figura 8. Expressão gênica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-κB (F), IL-1β 
(G), IL-18 (H), TNF-α (I.) e IL-10 (J) em células THP-1 cultivadas na presença ou ausência de HA e/ou PG. 
Resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e desvio padrão em 
unidades arbitrárias (a.u.). * p<0.05 vs. Co e HA+PG; # p<0.05 vs. HA+PG (ANOVA). 

 

3.7. Determinação de citocinas em sobrenadante de cultura de células 

THP-1 

Foi determinada a produção das citocinas IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 por 

linhagem de células THP-1, estimuladas ou não com MSU ou HA e tratadas com PG.  

O estímulo com MSU e HA aumentou os níveis proteicos de IL-1β, IL-18 e TNF-

α em relação às culturas Co e tratadas com HA+PG (Figuras 7A-C e 8A-C). O 

tratamento das células com MSU, HA e PG não alterou a produção de IL-10 nas 

células THP-1 (Figuras 7D e 8D). 
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Figura 9. Produção e IL-1β (A), IL-18 (B), TNF-α (C) e IL-10 (D) por células THP-1 estimuladas com MSU e 
tratadas com progesterona (PG). Os resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos 
em média e desvio padrão. * p<0.05 vs. Co e MSU+PG (ANOVA). 
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Figura 10. Produção e IL-1β (A), IL-18 (B), TNF-α (C) e IL-10 (D) por células THP-1 estimuladas com HA e tratadas 
com progesterona (PG). Os resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média 
e desvio padrão. * p<0.05 vs. Co e HA+PG (ANOVA). 

 

4. Discussão 

Recentes avanços na literatura têm sugerido que a inflamação sistêmica crônica 

e intensa, observada na PE, ocorre na ausência de infecção microbiana e pode ser 

considerada inflamação estéril (Nadeau-Vallée et al., 2016). Está relacionada à 

liberação de fatores endógenos decorrentes de injúria e morte celular pela placenta, 

conhecidos como DAMPs ou alarminas com potencial efeito modulador sobre a 

resposta imune, dirigindo-a para um perfil pró-inflamatório. Assim, os mecanismos 

inflamatórios desencadeados na PE são distintos dos observados na gestação normal 

e contribuem para a fisiopatologia dessa doença.  

Ativação endógena de inflamassomas e de receptores TLR4 em monócitos de 

gestantes portadoras de PE tem sido descrita na PE associada à produção de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-12, IL-18 e TNF-α e à presença de 

concentrações elevadas de DAMPs como ácido úrico, hialurona, HMGB1 e Hsp70 no 
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plasma dessas gestantes (Kim et al., 2005; Medeiros et al., 2014; Matias et al., 2015; 

Romão-Veiga et al., 2018). Cristais de ácido úrico e hialurona são potenciais 

ativadores dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3; entretanto, os mecanismos 

envolvidos nessa ativação não são bem conhecidos, assim como estudos 

empregando agentes moduladores capazes de regular essa atividade são escassos.  

No presente estudo avaliamos o efeito imunomodulador da progesterona, 

importante hormônio da gestação, sobre a expressão dos inflamassomas NLRP1, 

NLRP3 e a via de sinalização TLR4/MyD88/NF-κB em monócitos do sangue periférico 

obtidos de gestantes portadoras de PE. Além disso, a concentração de PG foi 

determinada no plasma de gestantes pré-eclâmpticas e de normotensas. 

A comparação entre gestantes portadoras de PE e NT mostrou concentrações 

significativamente mais elevadas de ácido úrico e de hialurona no plasma de 

gestantes pré-eclâmpticas, corroborando com resultados obtidos anteriormente em 

nosso laboratório (Matias et al., 2015; Romão-Veiga et al., 2018), enquanto os níveis 

de PG estavam diminuídos. A menor concentração plasmática desse hormônio está 

em acordo com resultados anteriores da literatura, mostrando redução dos níveis de 

PG tanto no plasma (Kiprono et al., 2013; Zhang et al., 2018) como no plasma e 

placenta de gestantes pré-eclâmpticas (Shin et al., 2018; Wan et al., 2018) e sugerem 

que essa deficiência de PG possa estar envolvida na patogênese da PE. 

Os resultados do presente trabalho mostram que monócitos de gestantes 

portadoras de PE apresentam maior expressão gênica basal ou endógena dos 

receptores NLRP1, NLRP3 e de caspase-1, da via TLR4/MyD88/NF-κB, de IL-1β, IL-

18 e TNF-α em relação às gestantes normotensas, sugerindo a participação das vias 

do inflamassoma e de TLR4 na inflamação sistêmica que caracteriza a PE. A via de 

sinalização do receptor TLR4 é uma das mais importantes na indução da resposta 

inflamatória sistêmica que contribui para a patogênese da PE (Abrahams et al., 2005). 

O tratamento dos monócitos com PG mostrou o efeito imunomodulador desse 

hormônio sobre a ativação endógena dessas células, diminuindo a expressão gênica 

dos componentes dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e da via inflamatória 

TLR4/MyD88/NF-κB no grupo de gestantes pré-eclâmpticas. Além disso, a PG 

também reduziu os níveis de IL-1β, IL-18 e TNF-α produzidos por monócitos de 

gestantes pré-eclâmpticas e a expressão proteica de TLR4 e NF-κB, ao passo que 

aumentou a de IκBα no grupo PE. 
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O efeito modulador da PG sobre a ativação de inflamassomas ainda é pouco 

estudado e não há relatos na literatura reportando seu efeito modulador sobre 

inflamassomas em gestantes portadoras de PE. Flores-Espinosa et al. (2014) 

mostraram que esse hormônio diminuiu a síntese e expressão de TLR4 e MyD88 e 

inibiu a secreção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-8 em culturas 

de epitélio amniótico humano estimulado com lipopolissacáride. Evidências 

experimentais sobre os possíveis mecanismos pelos quais a PG pode modular TLR4 

indicam que esse hormônio inibe a resposta imune inata mediada por TLR4 em 

macrófagos por meio da supressão da ativação de NF-κB (Su et al., 2009).  

Estudo in vitro realizado por Zhu et al. (2013) demonstrou que o tratamento de 

células mononucleares do sangue periférico obtidas de pacientes portadoras de PE 

com PG diminuiu, de forma dose-dependente, a expressão de RNAm de TLR4, 

MyD88 e NF-κB e a produção de IL-6 e TNF-α por essas células. Esse hormônio, 

administrado em modelo de ratos com isquemia transitória local, 24 h após o início da 

isquemia, reduziu a expressão de RNAm dos inflamassomas NLRC4 e AIM2 induzida 

por hipóxia e diminuiu os níveis proteicos de ASC e NLRP3. As concentrações de IL-

1β, IL18 e TNF-α também foram reduzidas por esse hormônio esteroide. Além disso, 

foi demonstrado que a PG reduz a expressão de componentes do inflamassoma como 

ASC (Lammerding et al., 2016). 

O estímulo de monócitos com MSU e HA de baixo peso molecular induziu maior 

expressão dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 nas células de gestantes portadoras 

de PE, mostrando que essas DAMPs são capazes de ativar esse complexo molecular 

e atuar na liberação de citocinas inflamatórias. Esses resultados confirmam dados 

obtidos anteriormente por nosso grupo e mostram que alarminas como cristais de 

ácido úrico e HA de baixo peso molecular, originada da degradação do ácido 

hialurônico, têm papel inflamatório na PE (Matias et al., 2015; Romão-Veiga et al., 

2018). Considerando que níveis elevados de HA de baixo peso molecular estão 

presentes no plasma de gestantes portadoras de PE (Naruse et al., 2012; Romão et 

al., 2014; Romão-Veiga et al., 2018), é possível que essa DAMP induza a resposta 

pró-inflamatória na PE pela interação com receptores TLR2 e TLR4 (Scheibner et al., 

2006; Ruppert et al., 2014) e ativação do inflamassoma NLRP3 (Yamasaki et al., 

2009). Fragmentos de hialurona de baixo peso molecular interagem com receptores 

TLR, mediando a fosforilação de MAPK, a translocação de NF-κB para o núcleo e a 
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produção de TNF-α (Jiang et al., 2011). 

Foi observada maior atividade de NF-κB fosforilado em monócitos de gestantes 

com PE em comparação com gestantes normotensas e diminuição dessa atividade 

após tratamento com PG. Complementando esses resultados, a ativação de NF-κB 

esteve associada à maior expressão do receptor TLR4 e de IκBα, proteína inibidora 

da via de NF-κB, em monócitos de gestantes portadoras de PE. O estímulo com MSU 

e HA induziu aumento da ativação de NF-κB e diminuiu a de IκBα, enquanto o 

tratamento com PG exerceu o efeito contrário.  Esses resultados confirmam os obtidos 

anteriormente em nosso laboratório mostrando que a atividade endógena de p65NF-

κB, detectada em extrato nuclear de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs), foi significativamente maior em gestantes portadoras de PE do que em 

gestantes normotensas e mulheres saudáveis não grávidas (Giorgi et al., 2012). 

A ativação de NF-κB induzida por ácido úrico é observada em diversas doenças. 

O ácido úrico induz a inflamação renal na nefropatia gotosa via ativação de NF-κB 

(Zhou et al., 2012; Lu et al., 2015), assim como ativa vias inflamatórias por meio da 

ativação de NF-κB em células da musculatura lisa vascular de ratos (Kanellis et al., 

2003; Lu et al., 2015). Cai et al. (2017) observaram que, após o tratamento de 

HUVECs com ácido úrico, houve diminuição do NF-κB citoplasmático, ou seja, tal fator 

de transcrição nuclear foi ativado, bem como os sinais inflamatórios em células 

endoteliais. Dieta rica em ácido úrico aciona a expressão de citocinas pró-

inflamatórias e a ativação da via do NF-κB no hipotálamo. Dados experimentais e 

clínicos indicam que a inflamação hipotalâmica mediada pelo NF-κB pode estar 

implicada na patogênese de desordens metabólicas induzidas pelo ácido úrico (Lu et 

al., 2015). 

Segundo Spiga et al. (2017), a exposição de células HepG2 (linhagem celular de 

hepatoma humano bem-diferenciado) ao ácido úrico resultou na ativação da via de 

sinalização IκB quinase/IκBα/NF-κB. O tratamento de células HepG2 com ácido úrico 

ocasionou a fosforilação dose-dependente de IKK, IκBα e da subunidade p65 do NF-

κB. Foi observado ainda que, tanto in vivo quanto in vitro, a hiperuricemia pode induzir 

a expressão de moléculas inflamatórias hepáticas por meio da ativação da cascata de 

sinalização pró-inflamatória NF-κB (Spiga et al., 2017).  

Os resultados do presente estudo mostram que a ativação endógena dos 

inflamassomas, bem como a via TLR4/MyD88/NF-κB não se encontra ativada nos 
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monócitos de gestantes normotensas e o estímulo com MSU ou HA induziu apenas a 

expressão de TLR4 e de NF-kB nas células dessas gestantes. A expressão gênica 

endógena de IL-10 por monócitos de gestantes portadoras de PE apresentou-se 

significativamente diminuída em comparação às gestantes normotensas e o 

tratamento das células com PG induziu aumento da expressão de RNAm dessa 

citocina nas células de gestantes pré-eclâmpticas, mas não alterou a expressão já 

aumentada de IL-10 nas gestantes normotensas. O predomínio da produção da 

citocina anti-inflamatória IL-10 sobre as citocinas inflamatórias IL-1β e TNF-α por 

monócitos na gestação normal tem sido descrita (Cristofalo et al., 2013) e parece ter 

a função de minimizar os efeitos deletérios de uma resposta inflamatória excessiva, 

beneficiando o desenvolvimento fetal. Na PE essa regulação está prejudicada, 

observando-se diminuição de IL-10 e aumento de TNF-α, IL-1β e IL-12 (Medeiros et 

al., 2014; Romão-Veiga et al., 2018). 

A concentração plasmática elevada de IL-10 em gestantes normotensas descrita 

na literatura (Azizieh et al., 2005; Boreckci et al., 2007) pode ser explicada pelo desvio 

da resposta imune adaptativa para um perfil anti-inflamatório com predominância de 

subpopulações de linfócitos Th2 e T reguladores nessas gestantes, enquanto na PE 

ocorre o desvio para perfil inflamatório Th1 e Th17, com valores aumentados de IFN-

γ, IL-6 e IL-17 e diminuídos de IL-10 e TGF-β1 (Ribeiro et al., 2017). Assim, a 

adaptação materna à gestação requer interação controlada e harmônica entre as 

imunidades inata e adaptativa para permitir o crescimento e o desenvolvimento 

normais do feto (van Rign et al., 2008).  

A ativação da via dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3, bem como a via 

TLR4/MyD88 e das citocinas inflamatórias foi reproduzida em linhagem de monócitos 

humanos THP-1, estimuladas por MSU e HA. Essas apresentaram perfil de resposta 

imune semelhante às culturas de monócitos de gestantes portadoras de PE. Os 

resultados obtidos do estímulo das células com MSU estão em acordo com os de 

Martinon et al. (2006), demonstrando que MSU induz aumento na expressão gênica 

de NLRP3 e caspase-1 nessa linhagem de monócitos humanos. Quando as células 

THP-1 foram estimuladas com MSU ou HA e tratadas com PG observou-se que a PG 

inibiu a ativação das vias do inflamassoma e do eixo TLR4/MyD88/NF-κB, reduzindo 

a expressão gênica das citocinas inflamatórias e aumentando a expressão de IL-10. 

Esses efeitos imunomoduladores da PG também foram observados após o tratamento 
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de monócitos de gestantes portadoras de PE e confirmam o papel anti-inflamatório da 

PG sobre células da imunidade inata. Estudo recente avaliou efeitos da PG sobre a 

síntese de citocinas pró e anti-inflamatórias por células mononucleares isoladas de 

sangue placentário de gestantes normais e estimuladas com LPS, com o objetivo de 

simular um ambiente inflamatório causada por infecção bacteriana. As células foram 

cultivadas na presença ou ausência de LPS e PG. O tratamento com PG induziu níveis 

elevados de IL-10 e diminuiu a secreção de IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α nas células 

estimuladas com LPS, sugerindo que a PG pode modular a resposta imune nessas 

células e limitar os efeitos citotóxicos associados à infeccção intrauterina (Preciado 

Martinez et al., 2018).   

 Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho confirmam o estado de 

ativação endógena das vias TLR4/MyD88/NF-κB e dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 

em monócitos de gestantes portadoras de PE. Além disso, mostram que a PG é capaz 

de modular a inflamação estéril presente nessas células. A ativação de monócitos pelo 

MSU e HA, bem como a modulação pela PG foi confirmada por meio dos resultados 

obtidos das culturas de células THP-1, as quais obtiveram perfil de resposta imune 

semelhante às culturas de monócitos de gestantes portadoras de PE.  

Portanto, o emprego de hormônios com ação imunomoduladora como a 

progesterona, para tratamento in vitro de monócitos de gestantes pré-eclâmpticas, 

permitirá melhor conhecimento dos processos envolvidos na inflamação sistêmica da 

PE e possivelmente propor formas alternativas para o tratamento dessa importante 

síndrome da gestação. 
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Tratamento in vitro com vitamina D regula as vias do TLR4-MyD88-

NF-κB e dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 em monócitos de 
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Resumo 

A vitamina D (VD) é um hormônio esteroide essencial para manutenção da 

fisiologia osteomineral e metabolismo do cálcio. Estudos recentes mostram seu 

envolvimento na homeostase sistêmica e na regulação de processos imuno-

inflamatórios dos sistemas imunes inato e adaptativo. A pré-eclâmpsia (PE) é uma 

complicação grave da gestação e está associada com ativação sistêmica de 

monócitos e geração de resposta inflamatória intensa, detectada por valores séricos 

elevados de citocinas inflamatórias. O presente trabalho avaliou, in vitro, o efeito 

imunomodulador da VD sobre as vias de sinalização dos inflamassomas 

NLRP1/NLRP3 e de TRL4/MyD88/NF-κB em monócitos de gestantes portadoras de 

PE e em linhagem celular de monócitos humanos THP-1. Monócitos obtidos do 

sangue periférico de 20 gestantes com PE, 20 gestantes normotensas e células THP-

1 foram cultivados na presença ou ausência de urato monossódico (MSU), hialurona 

(HA) e vitamina D3 (VD) por diferentes períodos: a) por 30 min para determinação da 

fosforilação de NF-κB e para expressão dos fatores intra-citoplasmáticos NF-κB e IκBα 

por citometria de fluxo, b) por 4h para a expressão gênica de TLR4, MYD88, NFKB1, 

NLRP1, NLRP3, CASP1, IL1B, IL18, TNF e IL10 analisada por RT-qPCR e c) por 18h 

para a determinação da concentração das citocinas IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 por 

ELISA e para expressão do receptor de superfície TLR4 por citometria de fluxo. Foram 

determinados os níveis plasmáticos de ácido úrico e VD em gestantes pré-eclâmpticas 

e normotensas. Os resultados foram analisados por meio de testes paramétricos e 

não-paramétricos com nível de significância de 5%. Os níveis plasmáticos de VD 

foram significativamente menores, enquanto os de ácido úrico foram maiores em 

gestantes com PE quando comparados com os de gestantes normotensas. Monócitos 

de gestantes pré-eclâmpticas apresentaram expressão gênica basal ou endógena de 

NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18 e TNF-α 

significativamente maior quando comparada com o grupo de normotensas. Tanto a 

expressão gênica como a proteica das citocinas inflamatórias IL-1β, IL-18 e TNF-α 

foram significativamente maiores nas gestantes com PE do que nas normotensas, 

enquanto a expressão de IL-10 foi maior no grupo de normotensas. O tratamento das 

células com VD mostrou que esse hormônio regula negativamente a ativação 

endógena dos monócitos das gestantes pré-eclâmpticas por diminuir a ativação das 

vias dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e do eixo de sinalização TLR4/MyD88/NF-κB, 
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bem como a produção de citocinas inflamatórias como IL-1β, IL-18 e TNF-α por essas 

células. A maior atividade basal de NF-κB fosforilado observada em monócitos de 

gestantes com PE apresentou-se menor após o tratamento dessas células com VD. 

No grupo PE, os estímulos com MSU e HA aumentaram a expressão de TLR4 e NF-

κB e diminuiram a de IκBα, enquanto o tratamento com VD teve efeito contrário. Os 

resultados do efeito imunomodulador da vitamina D3 sobre a ativação endógena dos 

monócitos obtidos de gestantes portadoras de PE foram reproduzidos nos 

experimentos com células THP-1, estimuladas com MSU e HA.  O co-cultivo das 

células com MSU ou HA e vitamina D levou à diminuição da expressão dos genes 

inflamatórios nas células THP-1, mostrando o efeito regulador da vitamina D3 sobre a 

hiperativação das vias dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e do eixo 

TLR4/MyD88/NF-κB induzida por MSU e HA. Esses resultados sugerem que a VD 

pode desempenhar papel importante na regulação da resposta inflamatória 

exacerbada na PE. 

 

Palavras-chave: monócitos, pré-eclâmpsia, urato monossódico, hialurona, NF-κB, 

inflamassomas NLRP1/NLRP3, vitamina D. 
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Abstract 

Vitamin D is a steroid hormone essential for maintaining osteomineral 

physiology and calcium metabolism. Recent studies show their involvement in 

the systemic homeostasis and on the regulation of immunoinflammatory 

processes of the innate and adaptive immune systems. Preeclampsia (PE) is a 

serious complication of pregnancy that is associated with systemic activation of 

monocytes and generation of intense inflammatory response, detected by 

elevated serum levels of inflammatory cytokines. The present study evaluated in 

vitro the immunomodulatory effect of vitamin D3 (VD) on the signaling pathways 

of NLRP1/ NLRP3 inflammasomes and TRL4/MyD88/NF-κB axis in monocytes 

from pregnant women with PE and in the human monocyte cell line THP-1. 

Monocytes obtained from the peripheral blood of 20 pregnant women with PE, 20 

normotensive pregnant women and THP-1 cells were cultured with or without 

monosodium urate (MSU), hyaluronan (HA) and Vitamin D3 (VD) for different 

periods: a) for 30 min to determine the expression of NF-κB phosphorylated and 

for expression of NF-κB and IκBα intracytoplasmic factors by flow cytometry, b) 

for 4 h to evaluate the gene expression of TLR4, MYD88, NFKB1, NLRP1, 

NLRP3, CASP1, IL1B, IL18, TNF and IL10 analyzed by qPCR and c) for 18 h to 

determine the concentration  of IL-1β, IL-18, TNF-α and IL-10 cytokines by 

ELISA, and the expression of TLR4 surface receptor by flow cytometry. Plasma 

levels of uric acid and VD were determined in preeclamptic and normotensive 

pregnant women. The results were analyzed using parametric and non-

parametric tests with a significance level of 5%. Plasma levels of VD were 

significantly lower, whereas those of uric acid were higher in pregnant women 

with PE compared with normotensive pregnant women. Monocytes from 

preeclamptic pregnant women had baseline or endogenous expression of 

NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18 and TNF-α 

significantly higher when compared to the normotensive group. Both the gene 

and protein expression of the inflammatory cytokines IL-1β, IL-18 and TNF-α 

were significantly higher in the pregnant women with PE than in the normotensive 

women, whereas IL-10 expression was higher in the normotensive group. 

Treatment of cells with VD showed that this hormone negatively regulates the 

endogenous activation of preeclamptic pregnant monocytes by decreasing the 
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activation of the NLRP1/NLRP3 inflammasomes pathways and the 

TLR4/MyD88/NF-κB signaling axis, as well as production of inflammatory 

cytokines such as IL-1β, IL-18 and TNF-α by these cells. The highest basal 

activity of phosphorylated NF-κB observed in monocytes of pregnant women with 

PE was lower after the treatment of these cells with VD. In PE group, the MSU 

and HA stimuli increased the expression of TLR4 and NF-κB and decreased that 

of IκBα, whereas the treatment with VD had the opposite effect. The results of 

the immunomodulatory effect of vitamin D3 on the endogenous activation of 

monocytes obtained from pregnant women with PE were reproduced in the 

experiments with THP-1 cells, stimulated with MSU and HA. Co-cultivation of 

cells with MSU or HA and vitamin D led to a decrease in the expression of 

inflammatory genes in THP-1 cells, showing the regulatory effect of vitamin D3 

on the hyperactivation of the inflammatory pathways NLRP1 and NLRP3, as well 

as the TLR4/MyD88/NF-κB axis induced by MSU and HA. These results suggest 

that VD may play an important role in regulating the exacerbated inflammatory 

response in PE. 

 

Keywords: monocytes, preeclampsia, monosodium urate, hyaluronan, NF-κB, 

NLRP1/NLRP3 inflammasomes, vitamin D. 
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1. Introdução 

A vitamina D (VD) é um pró-hormônio pertencente à categoria do grupo de 

vitaminas lipossolúveis, essencial para manutenção do esqueleto e absorção de 

cálcio.  É sintetizada in vivo, na pele, quando a radiação solar ultravioleta B (UVB) 

interage com a molécula precursora, 7-dehidrocolesterol, presente na derme e 

epiderme (Holick, 2007; Prietl et al., 2013), sendo armazenada e liberada pelas células 

de gordura (Rosen, 2011). Embora a produção endógena seja estimada em 90% do 

total de vitamina D em indivíduos saudáveis, uma pequena fonte de vitamina D é 

proveniente da ingestão e suplementação dietética (Holick et al., 2011; Awada et al., 

2014; Fuleihan et al., 2015). Suas principais formas são vitamina D2 (ergocalciferol) e 

vitamina D3 (colicalciferol) (Norman et al., 2007). 

A forma ativa da vitamina D (1,25-(OH)2D3) regula a transcrição de um número 

expressivo de genes, que codificam proteínas transportadoras de cálcio e proteínas 

da matriz óssea, estando envolvida em processos biológicos, tais como metabolismo 

ósseo, modulação da resposta imune e regulação da proliferação e da diferenciação 

celular (Uitterlinden et al., 2004; Skrobot et al., 2018).  

A vitamina D exerce efeitos sobre o sistema imune inato e adaptativo, gerando 

um “status” imune mais tolerogênico, particularmente por suas atividades reguladoras 

sobre a resposta inflamatória (Aranow, 2011; Prietl et al., 2013). Durante a gestação 

normal, a vitamina D é produzida por células trofoblásticas placentárias e da decídua 

humana, sendo responsável por um papel anti-inflamatório em vários órgãos, 

incluindo a placenta. Sendo assim, sugere-se que a deficiência de vitamina D pode 

contribuir para o desenvolvimento da pré-eclâmpsia (PE) devido à falta de controle da 

inflamação nessa patologia (Xu et al., 2014). 

A PE é a complicação mais comum e séria conhecida na gestação (Rahimi et 

al., 2018a). Esta síndrome da gravidez ocorre em 5 a 7% das gestações e está 

associada com morbidade materna e fetal, bem como mortalidade pré-natal (Rahimi 

et al., 2018b). Uma gestante é considerada portadora de PE quando, a partir da 20ª 

semana de gestação, apresenta ou não proteinúria superior ou igual à 300 mg/exame 

urina 24h associada às manifestações clínicas graves como valor de pressão arterial 

sistólica maior ou igual a 160 mmHg ou pressão arterial diastólica maior ou igual a 110 

mmHg, insuficiência renal, comprometimento hepático, alterações neurológicas ou 

hematológicas e edema pulmonar na ausência de proteinúria. (Tranquilli et al., 2014; 
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ACOG, 2019).  

A PE caracteriza-se por uma reação inflamatória sistêmica exacerbada 

(Borzychowski et al., 2006) e por ativação de células inflamatórias, como monócitos, 

granulócitos e células endoteliais (Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 2006), 

produção excessiva de citocinas pró-inflamatórias, como Interleucina-1 beta (IL-1β), 

IL-6 e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) (Redman & Sargent, 2003; Luppi & 

Deloia, 2006; Peraçoli et al., 2007), bem como alterações na produção de citocinas 

reguladoras, como IL-10, importante fator regulador da resposta inflamatória 

(Cristofalo et al., 2013). 

Purswani et al. (2017) afirmam que a vitamina D possui papel chave na patologia 

instalada na PE, uma vez que influencia os níveis de pressão sanguínea por meio da 

homeostase do cálcio e da imunomodulação da inflamação e imunidade. Alguns 

estudos relatam deficiência de vitamina D em gestantes portadoras de PE (Robinson 

et al., 2013; Xu et al., 2014; Mohaghegh et al., 2015; Adela et al., 2017) enquanto 

outros mostram associação entre essa deficiência e o risco de desenvolvimento de 

PE (Bodnar et al., 2014; Baca et al., 2016; Serrano-Diaz et al., 2018), sugerindo que 

a suplementação com vitamina D pode proteger o organismo materno por sua 

influência sobre a função vascular e modulação da resposta imune (Hypponen et al., 

2013; Skrobot et al., 2018).  

A intensa resposta inflamatória sistêmica observada na PE está relacionada com 

a liberação de substâncias capazes de induzir inflamação por meio da ativação de 

células da imunidade inata e adaptativa (Redman & Sargent, 2004, Ribeiro et al., 

2017). Essas substâncias são representadas por produtos endógenos celulares 

liberados durante lesão tecidual e denominados “sinais de perigo” ou padrões 

moleculares associados ao dano (DAMPs) (Kim et al., 2005), as quais podem estar 

presentes no plasma das gestantes. As DAMPs podem ser moléculas como ácido 

úrico, reativos intermediários do oxigênio, proteínas de choque térmico (Asea et al., 

2002), proteínas liberadas de células mortas como High Mobility Group Box 1 

(HMGB1) (Park et al., 2004) e produtos liberados da matriz extracelular, como 

fibronectina e hialurona (Yamasaki et al., 2009; Campo et al., 2010, Saïd-Sadier & 

Ojcius, 2012). 

DAMPs como ácido úrico e hialurona podem se ligar aos receptores de 

reconhecimento de padrão (PRRs) expressos em células da imunidade inata. Esses 
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receptores são considerados componentes centrais do sistema imune inato e estão 

envolvidos na resposta inflamatória de monócitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al., 

2008). Os principais são os receptores semelhantes ao Toll (TLRs), que reconhecem 

e ligam DAMPs (Kim et al., 2005). 

Outros receptores PRRs compreendem os membros da família de receptores 

Nod-like ou NLR (proteína contendo domínio de oligomerização nucleotídica), que são 

proteínas citosólicas capazes de reconhecer DAMPs citoplasmáticos e recrutar outras 

proteínas, formando complexos de sinalização denominados inflamassomas que 

promovem a inflamação e geram formas ativas de IL-1β (Abbas et al., 2012). A ligação 

de cristais de ácido úrico como o urato monossódico (MSU) e hialurona de baixo peso 

molecular (HA) ativam receptores NLR, incluindo NLRP1 e NLRP3, que são 

responsáveis pela formação do inflamassoma (Lamkanfi et al., 2007). NLRP1 e 

NLRP3 são expressos em células imunes, mas também em outros tipos celulares 

como células placentárias (Abrahams, 2011; Pontillo et al., 2013).  

Sabe-se que pacientes que desenvolvem PE possuem níveis plasmáticos 

elevados de ácido úrico, os quais se correlacionam com proteinúria elevada e 

gravidade da doença (Costa et al., 2012). O ácido úrico também tem potencial de 

promover inflamação, estresse oxidativo e disfunção endotelial (Bainbridge & Roberts, 

2008). Nesse sentido, observou-se correlação positiva entre o aumento da produção 

da citocina inflamatória TNF-α, de O2
- e concentração sérica elevada de ácido úrico 

em mulheres com PE (Peraçoli et al., 2011). Também se observou associação entre 

concentração plasmática elevada de ácido úrico, proteína de choque térmico Hsp70, 

IL-1β, IL-12 e TNF-α nos casos graves dessa doença (Peraçoli et al., 2013).  

Romão et al. (2014) demonstraram que HA, assim como o ácido úrico, também 

está aumentado no plasma de gestantes com PE em comparação com gestantes 

normotensas. Estudo de gestantes com eclâmpsia e PE grave demonstrou que HA 

está aumentado no plasma dessas pacientes (Berg et al. 2001), enquanto Uzun et al. 

(2010) observaram concentrações aumentadas de HA no sangue do cordão umbilical 

e na placenta de gestantes pré-eclâmpticas. 

As DAMPs podem ativar diversas vias, sendo a resposta inflamatória induzida 

pela via de sinalização TLR4/MyD88/NF-κB considerada uma das mais importantes 

na patogênese da PE (Akira et al., 2001; Kim et al., 2005; Liu et al., 2017). 

Comparando gestantes normotensas e pré-eclâmpticas, Giorgi et al. (2012) 
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demonstraram aumento da ativação de NF-κB em células mononucleares do sangue 

periférico de gestantes portadoras de PE, associado à maior produção de TNF-α e IL-

1β.  A maior produção dessas citocinas em gestantes com PE está em acordo com a 

literatura (Beckmann et al., 2004) e sugere que os efeitos deletérios das altas 

concentrações circulantes de TNF-α podem estar associados às manifestações mais 

graves da PE (Peraçoli et al., 2007). 

Matias et al. (2015) demonstraram que monócitos de gestantes pré-eclâmpticas 

apresentam maior expressão gênica endógena dos receptores NLRP1 e NLRP3 e de 

caspase-1, bem como da produção de IL-1β e IL-18 em relação às gestantes 

normotensas, sugerindo a participação do inflamassoma NLRP3 na inflamação 

sistêmica que caracteriza a PE. O estímulo dessas células com MSU induziu maior 

expressão do inflamassoma NLRP3, mostrando que o ácido úrico é capaz de ativar 

esse complexo molecular e atuar na liberação de citocinas inflamatórias. 

De maneira semelhante, estudos recentes de nosso laboratório mostraram que 

HA de baixo peso molecular induziu maior expressão gênica de NLRP1, NLRP3 e 

caspase-1, bem como aumento na produção de IL-1β por monócitos de gestantes com 

PE (Romão-Veiga et al., 2018). 

A literatura demonstra que a PE apresenta resposta inflamatória exacerbada, 

representada pela ativação de células da imunidade inata, com ativação de receptores 

extracelulares e intracelulares por meio das DAMPs, aumentando a produção de 

citocinas inflamatórias e resultando no aumento da inflamação, que é deletéria ao 

progresso da gestação. O entendimento da modulação das vias de ativação celular 

em monócitos humanos pela vitamina D poderá contribuir para a melhor compreensão 

do envolvimento da imunidade inata na fisiopatologia da PE e possivelmente propor 

formas alternativas para o tratamento dessa importante síndrome da gestação. 

Sendo a inflamação sistêmica uma característica chave na PE, representada 

por ativação do complexo inflamassoma, concentrações excessivas de citocinas pró-

inflamatórias associadas à redução de citocinas imunossupressoras e fenótipo 

anormalmente ativado das células do sistema imune, o objetivo do presente trabalho 

foi avaliar, in vitro, o efeito imunomodulador da vitamina D sobre a expressão dos 

inflamassomas NLRP1/NLRP3 e a via TLR4/MyD88/NF-κB em monócitos do sangue 

periférico de gestantes portadoras de PE e em linhagem celular de monócitos 

humanos THP-1. 
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2. Material e Métodos 

2.1. Casuística 

Foram estudadas 20 primigestas portadoras de PE e 20 primigestas 

normotensas que realizaram a assistência ao parto na Maternidade do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP. A idade gestacional dos 

grupos estudados foi estabelecida pela data da última menstruação e confirmada por 

exame ultra-sonográfico precoce (< 20 semanas de gestação). 

Foi definida como portadora de PE, a gestante que, sem antecedente de 

hipertensão arterial, manifestou hipertensão arterial (≥ 140x90 mmHg) associada à 

proteinúria (≥ 300 mg em urina coletada durante 24 horas), após a 20ª semana de 

gestação (ACOG, 2019). 

O tamanho amostral foi calculado, considerando-se a diferença de médias entre 

IL-1β para gestantes portadoras de pré-eclâmpsia, com base nos resultados 

apresentados em trabalho anterior (Matias et al., 2015). Considerando uma 

confiabilidade de 95%, poder de 90% e 20% de variabilidade nos valores de IL-1β, o 

tamanho amostral foi de, no mínimo 20 indivíduos no grupo. 

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto 

à finalidade da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Medicina de Botucatu – UNESP (Protocolo CAAE nº 56533616.4.0000.5411). 

 

2.2. Critérios de inclusão 

- Gestantes com PE: gestação única, com idade gestacional entre 28 e 40 

semanas, diagnóstico de PE e sem qualquer outra intercorrência clínica ou obstétrica. 

- Gestantes normotensas: gestação única, com idade gestacional entre 28 e 40 

semanas e sem qualquer intercorrência clínica ou obstétrica.   

 

2.3. Dosagem de proteinúria 

A proteinúria em urina de 24 horas foi quantificada por método colorimétrico, no 

sistema de automação Technicon RAXT do Laboratório de Análises Clínicas do 



98 
 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. 

 

2.4. Colheita de sangue 

A colheita de sangue para determinação de ácido úrico e vitamina D e para a 

avaliação da expressão de moléculas relacionadas aos inflamassomas, fator de 

transcrição nuclear (NF-κB), receptor TLR4 e produção de citocinas por monócitos de 

gestantes portadoras de PE foi feita no momento do diagnóstico da doença e, a de 

gestantes normotensas, no momento em que foram pareadas pela idade gestacional 

com as gestantes pré-eclâmpticas. Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas por 

punção venosa da veia antecubital e foram colocadas em tubo plástico estéril 

contendo 10 U/mL de EDTA (Becton Dickinson-BD Vacutainer; BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ). Após centrifugação por 10 min a 3000 g, o plasma obtido foi 

removido e alíquotas foram armazenadas a -80°C até o momento de sua utilização. 

 

2.5. Dosagem de ácido úrico e vitamina D no plasma de gestantes com 

pré-eclâmpsia e de gestantes normotensas 

O ácido úrico foi determinado no plasma de gestantes portadoras de PE e de 

gestantes normotensas por método enzimático, no sistema de automação Trinder 

(Biotrol Diagnostic) do Laboratório de Análises Clínicas do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. 

A vitamina D, 25(OH)D, também foi determinada pelo método de 

quimiluminescência automatizada por micropartículas (Chemiluminescent 

Microparticle Immunoassay, CMIA) com Architect 25-OH Vitamin D assay Kit, pelo 

analisador Architect® i2000 (Abbott®). A sensibilidade analítica é de 1,9 ng/mL e o 

coeficiente de variação intra e inter-ensaio é < 10%, segundo descrição do kit. O 

intervalo de referência é de 0.0 - 160.0 ng/mL, segundo o método. Foram 

considerados suficientes valores ≥ 30 ng/mL, insuficiência de 21 a 29 ng/mL e 

deficiência < 20 ng/mL, segundo Bischoff-Ferrari e colaboradores (2006). 
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2.6. Isolamento e cultura de monócitos 

O sangue periférico obtido das gestantes foi colocado em tubo estéril contendo 

EDTA (Greiner Bio-one, Americana - Brasil). As células mononucleares foram obtidas 

por separação em gradiente de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare Bio-Sciences, 

Uppsala, Sweden), segundo a técnica descrita por Peraçoli et al. (2011). O anel rico 

em células mononucleares foi lavado com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA) por 10 min a 200 g. Após esses procedimentos, as células foram 

ressuspendidas em meio de cultura RPMI para posterior contagem, utilizando-se o 

corante Turk 5% (1:1). Após contagem, a concentração celular foi ajustada para 1x107 

PBMCs/mL. Para a separação de monócitos, foi utilizado o kit de Beads magnéticas 

por seleção negativa Pan Monocyte Isolation Kit, Human (Miltenyi Biotec, Germany) 

segundo orientações do fabricante, em colunas MS Columns (Miltenyi Biotec). 

Após separação, os monócitos obtidos foram contados com solução de Turk 5% 

(1:1) e a concentração foi acertada conforme a quantidade de células necessária para 

cada método empregado. 

 

2.7. Cultura de linhagem celular de monócitos humanos THP-1 

A linhagem celular THP-1 (ATCC nº. TIB 202) foi obtida do acervo do Laboratório 

de Tecnologia Recombinante (LATER) de Bio-Manguinhos, Fiocruz mantidos em 

nitrogênio líquido (-196°C) por no máximo 12 meses. As células foram descongeladas 

de criotubos. Posteriormente, foram realizadas três lavagens com PBS [137mM de 

NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), 2.7mM KCl (Sigma-Aldrich), 10mM 

Na2HPO4 (Merck) e 1.8mM KH2PO4 (Merck)] 1X pH 7.4. Para a manutenção celular 

foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), formulado com 0,2% (v/v) 

de NaHCO3 (Sigma-Aldrich), suplementado com 20% (v/v) de soro bovino fetal 

inativado (Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) e mantidas em garrafas T 

de 25 cm2 (Corning, Corning, NY - USA) a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 por 3 

dias. A concentração e viabilidade celular foram determinadas em hemocitômetro por 

microscopia óptica (100x) utilizando-se a diluição de 1:50 em azul de tripan 0,4% 

(Gibco/Thermo Fisher Scientific). No preparo das células para a realização dos 

experimentos, as células foram removidas do meio de cultura original, lavadas duas 

vezes em PBS, ressuspendidas em 1mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% 
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(v/v) de soro bovino fetal. Após a quantificação, as células foram ressuspendidas na 

concentração de 5x105 células/mL em RPMI 1640 suplementado com 10% (v/v) de 

soro bovino fetal. 

 

2.8. Obtenção dos sobrenadantes das culturas de monócitos e de 

células THP-1 

Para avaliar a produção de IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10, monócitos de gestantes 

(5x105 monócitos/mL) e as células THP-1 (5x105 células/mL), obtidos conforme 

descrito nos itens 2.6 e 2.7, respectivamente, foram incubados a 37°C, em tensão de 

5% de CO2 por 18 h, na presença ou ausência de 50 µg/mL de MSU (Sigma-Aldrich) 

ou 100 µg/mL de HA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) ou de 100 nM de VD 

(Sigma-Aldrich). As concentrações de MSU e HA foram previamente padronizadas em 

cultura de monócitos de mulheres saudáveis, não grávidas e empregadas conforme 

descrito em trabalhos anteriores do grupo (Matias et al., 2015; Romão-Veiga et al., 

2018). O sobrenadante obtido após 18 h de cultivo foi aspirado, centrifugado a 600 g 

e distribuído em alíquotas, que foram conservadas a -80oC até o momento da 

dosagem das citocinas por ensaio imunoenzimático (ELISA). 

 

2.9. Determinação de p65NF-κB fosforilado 

Para avaliar o efeito da vitamina D (VD) sobre a ativação de p65NF-κB 

fosforilado, monócitos de gestantes pré-eclâmpticas e de normotensas (5x105 

células/ml) foram cultivados por 30 minutos na presença ou ausência de vitamina D 

(100 nM). Os monócitos foram então submetidos à extração nuclear utilizando-se Cell 

Lysis Buffer 1x (Cell Signaling Technology, Danvers, MA – USA) com a adição de 

PMSF (1 mM) por 5 min. Após esse período, o extrato foi centrifugado à 14000 g por 

10 min e o sobrenadante foi coletado e armazenado à -80ºC. A concentração total de 

proteína nos extratos foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

Para avaliar a ativação de NF-κB, foi empregado o PathScan Phospho-NF-κB 

p65 (Ser536) Sandwich ELISA kit (Cell Signaling Technology), de acordo com as 

instruções do fabricante. A concentração de p65NF-κB encontrada foi dividida pela 

quantidade de proteína total presente nessas células e os resultados expressos em 
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µg de p65-NF-κB/µg de proteína. 

 

2.10. Avaliação da expressão de transcritos relacionados à inflamação 

Os monócitos de gestantes (5x105 monócitos/mL) e as células THP-1 (5x105 

células/mL) foram cultivados na presença ou ausência de MSU, HA, e VD por 4 h, nas 

concentrações já citadas no item 2.8 e, posteriormente submetidos à análise da 

expressão, em nível transcricional, dos genes que codificam as proteínas NLRP1, 

NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10. O RNA total 

dos monócitos e das células THP-1 foram extraídos por meio do sistema Total RNA 

Purification Kit (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Canada), conforme protocolo do 

fabricante. Após a extração, a fim de garantir a completa remoção de DNA genômico, 

1µg de RNA total foi incubado com DNAse I Amp Grade (Invitrogen®, Carlsbad, CA, 

USA). A pureza e qualidade relativa de todas as amostras de RNA total obtidas foram 

determinadas por espectrofotometria utilizando o equipamento Qubit® Fluorometric 

Quantitation (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Posteriormente, a síntese de 

DNA complementar (cDNA) para execução da Reação em Cadeia da Polimerase 

acoplada a transcrição reversa (Reverse Transcription-coupled Polymerase Chain 

Reaction – RT-PCR) foi realizada com 450 ng de RNA total por 60 µl de reação, 

utilizando ImProm-IITM Reverse Transcription System, conforme protocolo do 

fabricante. 

A quantificação da expressão gênica de NLRP1, NLRP3, caspase-1, TLR4, 

MyD88, NF-κB, IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 foi efetuada por meio da técnica de reação 

em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) utilizando GoTaq® qPCR 

Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com Matias et al. (2015). O 

aparelho utilizado foi 7500 Fast Real-time PCR Systems (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA, USA). 

As diversas variantes dos alvos estudados foram alinhadas no programa MEGA 

5.05 e, posteriormente, cada iniciador foi escolhido por meio do programa Primer-

BLAST. Para cada alvo, foram selecionados iniciadores localizados na junção éxon-

éxon. Iniciadores presentes em tal junção garantem a pureza da reação, ou seja, a 

ausência de qualquer DNA genômico que possa contaminá-la. As sequências dos 

iniciadores utilizadas no presente estudo estão detalhadas no Quadro 1. 
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Quadro 2. Sequências dos iniciadores para a análise da expressão dos genes NRLP1, NLRP3, CASP1, TLR4, 
MYD88, NFKB1, IL1B, IL18, TNF e IL10 em estudo por qPCR. 

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) GenBank 

NLRP1 (1728)TCCGGCTCCCATTAGACAGA(1747) (1810)AGACCCATCCTGGCTCATCT(1791) NM_033004.3 

NLRP3 (2826)GAGGAAAAGGAAGGCCGACA(2845) (2917)TGGCTGTTCACCAATCCATGA(2897) NM_004895.4 

CASP1 (1065)AGACATCCCACAATGGGCTC(1084) (1172)TGAAAATCGAACCTTGCGGAAA(1151) NM_033292.3 

TLR4 (2274)TGCTTCTTGCTGGCTGCATA(2293) (2359)CCAGTCCTCATCCTGGCTTG(2340) NM_138554.4 

MYD88 (263)GTCTCCTCCACATCCTCCCT(282) (344)TCCGCACGTTCAAGAACAGA(325) NM_001172567.1 

NFKB1 (1072) TGCAGCAGACCAAGGAGATG(1091) (1211) TGCATTGGGGGCTTTACTGT (1192) NM_003998.3 

IL1B (544)GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC(564) (653)AACACGCAGGACAGGTACAG(634) NM_000576.2 

IL18 (438)ACTGTAGAGATAATGCACCCCG(459) (517)AGTTACAGCCATACCTCTAGGC(496) NM_001562.3 

TNF (325)GCTGCACTTTGGAGTGATCG(344) (462)GGGTTTGCTACAACATGGGC(443) NM_000594.3 

IL10 (361)AAGACCCAGACATCAAGGCG(380) (445)ATTCGATGACAGCGCCGTAG(426) NM_000572.2 

GAPDH (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703) (801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782) NM_002046.4 

 

 

2.11. Análise da expressão de TLR4, NF-κB e IκB por meio da técnica de 

citometria de fluxo 

Monócitos de gestantes portadoras de PE, de normotensas e de células THP-1 

foram cultivados na presença ou ausência de MSU, HA, e VD por 30 minutos, nas 

mesmas concentrações já citadas no item 2.8, para análise da expressão dos fatores 

intra-citoplasmáticos NF-κB e IκBα e por 18 horas para a análise do receptor de 

superfície TLR4. A concentração celular foi ajustada para 2x105 células/mL e as 

células distribuídas em tubos Falcon para citômetro (BD Bioscience). As células foram 

incubadas com anticorpos BD Biosciences, com os respectivos fluorocromos: anti-

CD14 (Alexa FLuor 488) e anti-TLR4 (PE) por 30 min, no escuro. Após centrifugação, 

as células foram lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de ázida sódica e 1% de 

soro bovino fetal e centrifugadas novamente por 10 min a 400g. Em seguida, as 

células foram fixadas e permeabilizadas utilizando Fix Buffer (BD) e Perm Buffer (BD) 

para incubação com anticorpos marcados com fluorocromos específicos contra as 

proteínas intracelulares NF-κB (PE-Cy7) e IκBα (Alexa FLuor 647), por 30 min, no 

escuro e em temperatura ambiente. Para cada teste, tubos controles foram incubados 

com anticorpos isotípicos específicos para cada fluorocromo (Alexa FLuor 488, PE, 

PE-Cy7 e Alexa Fluor 647). As análises foram realizadas em citômetro de fluxo modelo 
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FACSCantoTM (BD) usando programa “FlowJo” (FlowJo Enterprises, Ashland, OR, 

USA) para adquirir e analisar multiparâmetros celulares. Foi padronizada a aquisição 

de 30.000 eventos por amostra, sendo otimizada a população de interesse, 

estabelecendo-se gate (janela) com base em parâmetros de tamanho (FSC) e 

granularidade (SSC) ou fluorescência (FL) de CD14. A partir desse gate, estabelecido 

nos monócitos positivos para CD14, a média de intensidade de fluorescência (MIF) de 

TLR4, NF-κB e IκBα foi avaliada. 

 

2.12. Determinação de citocinas pela técnica de ELISA 

Para quantificação das citocinas IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 nos sobrenadantes 

de cultura de monócitos e cultura de células THP-1, foi empregado ensaio 

imunoenzimático (ELISA), utilizando-se kits comerciais específicos (R&D Systems).  

Nos ensaios, as concentrações dos anticorpos monoclonais e policlonais, bem 

como das citocinas recombinantes específicas, utilizadas nas curvas-padrão, foram 

recomendadas pelo fabricante. O limite de sensibilidade dos kits foi de 1,0 pg/ml para 

IL-1β, 5,15 pg/ml para IL-18, 4,0 pg/ml para TNF-α e 3,9 pg/ml para IL-10. 

 

2.13. Análise estatística 

Os resultados foram avaliados empregando-se testes paramétricos ou não-

paramétricos, segundo o programa estatístico PRISM, (Graph Prism, versão 6.01, 

GraphPad, CA, EUA). A avaliação das características clínicas e dosagens plasmáticas 

das gestantes portadoras de PE e de normotensas foram realizadas pelo teste de U 

de Mann-Whitney. A comparação dos resultados de expressão gênica e proteica de 

monócitos submetidos a diferentes tratamentos foi realizada pelo teste de Kruskal-

Wallis, seguido de comparações múltiplas pelo teste de Dunn. A análise dos 

resultados obtidos das células THP-1 foi realizada por análise de variância (ANOVA), 

seguida de comparações múltiplas pelo teste de Tukey.  O nível de significância 

adotado para todos os testes empregados foi de 5% (p < 0,05). 

 

 

 



104 
 

3. Resultados 

3.1. Características clínicas e laboratoriais dos grupos estudados 

A análise das características clínicas e laboratoriais das gestantes portadoras de 

PE e das normotensas mostrou não haver diferença estatística entre os grupos 

avaliados, com relação aos parâmetros de idade e idade gestacional (Tabela 1). O 

valor da pressão arterial sistólica e diastólica, bem como as concentrações de 

proteinúria e ácido úrico foram significativamente maiores (p<0,05) no grupo de 

gestantes com PE do que em gestantes normotensas. A concentração plasmática de 

vitamina D, por sua vez, mostrou-se menor no grupo de gestantes portadoras de PE 

em comparação com as normotensas. 

 

Tabela 2. Características clínicas e laboratoriais de gestantes portadoras de pré-eclâmpsia e de gestantes 

normotensas. 

Características 
Gestantes portadoras 

de pré-eclâmpsia 
(n = 20) 

Gestantes 
normotensas 

(n = 20) 

Idade (anos) 26 (17 – 41) 27 (18 – 40) 

Idade gestacional (semanas) 34 (23 – 39) 35 (23 – 40) 

Pressão arterial sistólica (mmHg) 160*(140 – 200) 110 (90 – 112) 

Pressão arterial diastólica (mmHg) 110*(90 – 120) 69 (63 – 70) 

Proteinúria (mg/urina 24h) 2960*  (320 – 22520) < 300 

Ácido úrico (mg/dL) 6.0* (4.1 – 10.1) 3.2 (2.3 – 4.7) 

Vitamina D (ng/mL) 24.2* (13.4 – 26.5) 29.5 (23.6 – 43.5) 

Os valores estão expressos em mediana, com os valores mínimo e máximo entre parênteses.  * (p < 0,05) vs 
gestantes normotensas (teste U de Mann-Whitney). 
 
 

3.2. Expressão gênica de monócitos de gestantes portadoras de PE e 

de gestantes normotensas 

Realizou-se a quantificação relativa da expressão dos genes para NLRP1, 

NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, TNF-α, IL-1β, IL-18 e IL-10 em monócitos 

de 20 gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas (NT), estimulados com 

MSU ou HA e tratados ou não com VD. 

A expressão gênica basal de NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, 

IL-1β, IL-18 e TNF-α (Figura 1A-I) foi significativamente maior em monócitos de 
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gestantes com PE quando comparados com o grupo NT. MSU e HA aumentaram a 

expressão de todos os genes estudados, exceto IL-10, em monócitos de PE em 

comparação com as culturas controle, não estimuladas (Co) e culturas tratadas com 

VD. O tratamento de monócitos com VD, por sua vez, diminuiu a expressão desses 

genes no grupo PE (Figura 1A-I). Não houve diferença significativa na expressão dos 

genes relacionados aos inflamassomas e citocinas inflamatórias em monócitos de 

gestantes normotensas estimulados com as DAMPs ou tratados com VD, contudo, 

MSU e HA induziram maior expressão gênica de TLR4, MyD88 e NF-κB no grupo NT 

(Figura 1D-F).  

Quanto à expressão do gene que codifica a citocina anti-inflamatória IL-10, 

monócitos de gestantes pré-eclâmpticas apresentaram menor expressão endógena 

quando comparadas com gestantes normotensas (Figura 1J). O cultivo de monócitos 

de gestantes com PE na presença de MSU ou HA diminuiu a expressão do gene da 

IL-10, enquanto o tratamento dessas células com VD levou ao seu aumento. No grupo 

NT, os monócitos cultivados com MSU, mostraram menor expressão gênica de IL-10 

comparado aos monócitos controle (Co) (Figuras 1J). 

 

 



106 
 

 
Figura 11. Expressão gênica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-κB (F), IL-1β 
(G), IL-18 (H), TNF-α (I) e IL-10 (J) em monócitos de 20 gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE) e 20 gestantes 
normotensas (NT), cultivados na presença ou ausência de urato monossódico (MSU), hialurona (HA) ou vitamina 
D (VD). Resultados foram expressos em mediana de unidades arbitrárias (a.u.). * p<0.05 vs. PE MSU, PE HA, PE 
VD e NT Co; # p<0.05 vs. PE MSU e PE HA; • p<0.05 vs. NT Co e NT VD; + p<0.05 vs. NT MSU e NT HA (Teste 
de Kruskal-Wallis). 

 

3.3. Determinação de citocinas em sobrenadante de cultura de 

monócitos de gestantes portadoras de PE e de gestantes 

normotensas 

A produção das citocinas IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 por monócitos de 20 

gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas, estimulados ou não com 

MSU ou HA e tratados com VD está representada na Figura 2.  

Observou-se concentração basal de IL-1β, IL-18 e TNF-α produzida por 

monócitos de gestantes portadoras de PE significativamente mais elevada em relação 

ao grupo NT (Figura 2A-C), enquanto a concentração de IL-10 foi menor (Figura 2D). 
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Os níveis proteicos de IL-1β e IL-18 apresentaram aumento devido à adição de 

MSU e HA na cultura de monócitos de gestantes portadoras de PE. Já o tratamento 

com VD diminuiu esses níveis. Monócitos de gestantes normotensas (NT) produziram 

maior quantidade de IL-1β quando estimulados com MSU e HA (Figura 2A-B). 

O estímulo com MSU acentuou os níveis proteicos de TNF-α em relação à 

produção endógena (Co) no grupo PE, no entanto, a adição de HA à cultura não foi 

capaz de causar aumento significativo (Figura 2C). O tratamento com VD, por sua vez, 

diminuiu a produção de TNF-α nas pacientes com PE (Figuras 2C). Em relação ao 

grupo NT, monócitos dessas gestantes produziram maiores níveis de TNF-α quando 

estimulados com MSU e HA (Figura 2C). 

É possível observar que a produção de IL-10 não apresentou alteração com a 

adição de MSU, HA ou VD nas culturas de monócitos de gestantes com PE e de 

gestantes normotensas (Figuras 2D). 

 

 
Figura 12. Produção IL-1β (A), IL-18 (B), TNF-α (C) e IL-10 (D) por monócitos de 20 gestantes com pré-eclâmpsia 
(PE) e de 20 gestantes normotensas (NT), cultivados na presença ou ausência de urato monossódico (MSU), 
hialurona (HA) ou vitamina D (VD). Resultados foram expressos em mediana. * p<0.05 vs. PE MSU, PE HA, PE 
VD e NT Co; # p<0.05 vs. PE MSU e PE HA; • p<0.05 vs. NT Co e NT VD; ♦ p<0.05 vs. PE MSU, PE VD e NT Co; 
□ p<0.05 vs. NT Co (Teste de Kruskal-Wallis). 
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3.4. Análise da expressão do receptor TLR4 e dos fatores intra-

citoplasmáticos NF-κB e IκBα em monócitos de gestantes de 

gestantes portadoras de PE e de gestantes normotensas 

A análise da via TLR4/MyD88/NF-κB por citometria de fluxo mostrou que 

monócitos de gestantes com PE apresentaram maior expressão endógena de TLR4 

e NF-κB e menor expressão de IκBα quando comparada ao grupo de gestantes NT 

(Figura 3A-C).  

O cultivo de monócitos de gestantes pré-eclâmpticas com MSU e HA não causou 

aumento da expressão de TLR4, enquanto o tratamento com VD diminuiu seu nível 

(Figura 3A). No grupo das gestantes normotensas, o estímulo dos monócitos com 

MSU e HA induziu maior expressão de TLR4 em relação às culturas controle (Co) e 

tratadas com VD (Figura 3A). 

O nível proteico de NF-κB apresentou aumento devido à adição de MSU e HA 

na cultura de monócitos de gestantes portadoras de PE. Já o tratamento com VD 

diminuiu esses níveis (Figura 3B). 

Monócitos de gestantes com PE cultivados na presença de MSU e HA 

apresentaram diminuição da expressão de IκBα, enquanto o tratamento com VD 

aumentou esse nível. Monócitos de gestantes NT também expressaram menores 

quantidades de IκBα quando estimulados com MSU e HA (Figura 3C). 

A determinação proteica de NF-κB fosforilado presente na fração nuclear de 

monócitos, realizada pela técnica de Elisa, mostrou maior concentração endógena de 

NF-κB fosforilado em monócitos de gestantes portadoras de PE do que em gestantes 

NT. Além disso, monócitos de gestantes pré-eclâmpticas apresentaram menores 

níveis de NF-κB fosforilado após tratamento com VD. Não houve diferença 

significativa entre os grupos das gestantes normotensas (Figura 3D).  
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Figura 13. Expressão do receptor de superfície TLR4 e dos fatores intra-citoplasmáticos NF-κB e IκBα e atividade 
do NF-κB fosforilado em monócitos de 20 gestantes com pré-eclâmpsia (PE) e de 20 gestantes normotensas (NT), 
cultivados na presença ou ausência de urato monossódico (MSU), hialurona (HA) ou vitamina D (VD). Resultados 
foram expressos em mediana. * p<0.05 vs. PE MSU, PE HA, PE VD e NT Co; # p<0.05 vs. PE MSU e PE HA; • 
p<0.05 vs. NT Co e NT VD; ■ p<0.05 vs. PE VD e NT Co (Teste de Kruskal-Wallis). 

 

3.5. Expressão gênica de células THP-1 

Realizou-se a quantificação relativa da expressão dos genes para NLRP1, 

NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-κB, TNF-α, IL-1β, IL-18 e IL-10 em células 

THP-1 estimuladas ou não com MSU e HA e tratadas com VD. 

O cultivo de THP-1 na presença de MSU e HA aumentou a expressão gênica de 

NLRP1, NLRP3, caspase-1, TLR4, NF-κB, TNF-α, IL-1β e IL-18 e diminuiu a 

expressão de IL-10 quando comparado com as culturas Co e tratadas com 

MSU+VD/HA+VD. A vitamina D diminuiu a expressão dos genes inflamatórios em 

células THP-1 cultivadas na presença de MSU ou HA (Figuras 4 e 5).  

Também é possível observar que houve diferença significativa na expressão 

gênica de MyD88 entre as células THP-1 cultivadas com MSU e as culturas Co e 

MSU+VD (Figura 4E) e entre os grupos HA e HA+VD (Figura 5E). Em relação à IL-10, 
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o tratamento com VD aumentou a expressão gênica dessa citocina quando 

comparado com estímulo com MSU (Figura 4J), mas não interferiu no tratamento com 

HA+VD (Figura 5J). 

 

 

 
Figura 4. Expressão gênica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-κB (F), IL-1β 
(G), IL-18 (H), TNF-α (I) e IL-10 (J) em células THP-1 cultivadas na presença ou ausência de MSU e/ou VD. 
Resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e desvio padrão em 
unidades arbitrárias (a.u.). * p<0.05 vs. Co e MSU+VD (ANOVA). 
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Figura 5. Expressão gênica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-κB (F), IL-1β 
(G), IL-18 (H), TNF-α (I.) e IL-10 (J) em células THP-1 cultivadas na presença ou ausência de HA e/ou VD. 
Resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e desvio padrão em 
unidades arbitrárias (a.u.). * p<0.05 vs. Co e HA+VD; # p<0.05 vs. HA+VD; • p<0.05 VS. Co (ANOVA). 

 

3.6. Determinação de citocinas em sobrenadante de cultura de células 

THP-1 

Foi determinada a produção das citocinas IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-10 por 

linhagem de células THP-1, estimuladas ou não com MSU ou HA e tratadas com VD.  

O estímulo das células com MSU e HA aumentou os níveis proteicos de IL-1β, 

IL-18 e TNF-α em relação às culturas Co e tratadas com MSU+VD ou HA+VD (Figuras 

6A-C e 7A-C), porém não alterou a produção de IL-10 nas células THP-1 (Figuras 6D 
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e 7D). 

 

 
Figura 6. Produção e IL-1β (A), IL-18 (B), TNF-α (C) e IL-10 (D) por células THP-1 estimuladas com MSU e 
tratadas com vitamina D (VD). Os resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em 
média e desvio padrão. * p<0.05 vs. Co e MSU+VD (ANOVA). 
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Figura 7. Produção e IL-1β (A), IL-18 (B), TNF-α (C) e IL-10 (D) por células THP-1 estimuladas com HA e tratadas 
com vitamina D (VD). Os resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e 
desvio padrão. * p<0.05 vs. Co e HA+VD (ANOVA). 

 

4. Discussão 

O presente estudo avaliou, in vitro, o efeito imunomodulador da vitamina D3 sobre 

o estado inflamatório de monócitos de gestantes portadoras de PE. O mecanismo 

envolvido nesse efeito foi determinado em linhagem celular de monócitos humanos, 

THP-1, submetida à indução do processo inflamatório por MSU e HA e tratadas com 

vitamina D3. 

Os resultados mostram que monócitos de gestantes pré-eclâmpticas apresentam 

expressão gênica basal ou endógena de NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, 

NF-κB, IL-1β, IL-18 e TNF-α significativamente maior em monócitos de gestantes com 

PE quando comparados com o grupo NT. Tanto a expressão gênica como protéica 

das citocinas inflamatórias IL-1β, IL-18 e TNF-α foram significativamente maiores nas 

gestantes com PE do que nas normotensas, enquanto a expressão de IL-10 foi maior 

no grupo de normotensas. 
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O tratamento das células com vitamina D3 mostrou que esse hormônio regula 

negativamente a ativação endógena dos monócitos das gestantes pré-eclâmpticas, 

por diminuir a ativação das vias dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e do eixo de 

sinalização TLR4/MyD88/NF-κB. Observou-se diminuição da expressão de genes 

relacionados aos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e da produção de citocinas 

inflamatórias como IL-1β, IL-18 e TNF-α após o tratamento essas células com vitamina 

D3. Esses resultados mostram que esse hormônio pode regular a ativação desses 

inflamassomas e diminuir a síntese de citocinas pró-inflamatórias pelos monócitos das 

gestantes portadoras de PE, devido seu efeito sobre células da imunidade inata. 

Não há relatos na literatura avaliando o efeito da vitamina D sobre inflamassomas 

em células ou tecidos de gestantes pré-eclâmpticas. Em trabalhos anteriores do grupo 

demonstramos que monócitos de gestantes com PE apresentam ativação endógena 

da via dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3, contribuindo para a inflamação sistêmica 

da PE (Matias et al., 2015). Além disso, a expressão gênica do inflamassoma NLRP3 

e seus componentes se encontra aumentada em tecido placentário dessas gestantes, 

bem como ocorre maior expressão protéica de citocinas inflamatórias (Weel et al., 

2017). O efeito regulador da vitamina D sobre a expressão e secreção de TNF-α e IL-

6 por células trofoblásticas obtidas de placenta de gestantes pré-eclâmpticas, 

cultivadas com diferentes concentrações desse hormônio foi descrito por Noyola-

Martinez et al. (2013). Os autores enfatizam o papel do calcitriol no controle da 

resposta imune na interface materno-fetal, particularmente em patologias da gestação 

como a PE.  

O efeito modulador da vitamina D3 sobre o inflamassoma NLRP3 nos monócitos 

das gestantes pré-eclâmpticas confirma estudos realizados por Dai et al. (2018). Os 

autores demonstraram o papel do calcitriol na inibição do eixo de sinalização ROS-

NLRP3-IL-1β em células epiteliais da córnea humana cultivadas em ambiente 

inflamatório. A vitamina D, claramente, suprimiu a expressão de genes relacionados 

ao inflamassoma NLRP3 e a produção de IL-1β nessas células após exposição ao 

estresse hiperosmótico (Dai et al., 2018). Outras evidências mostram que esse 

hormônio imunomodulador é capaz de inibir a ativação do inflamassoma NLRP3 em 

população de células T auxiliares em pacientes com esclerose múltipla (Peelen et al., 

2015). Assim, a vitamina D também exerce efeito regulador sobre células da 

imunidade adaptativa, conforme já descrito anteriormente (Di Rosa et al., 2013; 
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Ysmail-Dahlouk et al., 2016). Esse hormônio pode atuar como agente anti-inflamatório 

sobre linfócitos T diminuindo sua proliferação e a produção de citocinas como IFN-γ, 

IL-2 e IL-17 (Alroy et al., 1995; Van Etten & Mathieu, 2005; Ysmail-Dahlouk et al., 

2016), e desempenhar importante papel na prevenção e controle de resposta imune 

pro-inflamatória e de doenças autoimunes (Sheikn et al., 2018). 

Nossos resultados mostram que a via de sinalização TLR4/MyD88/NF-κB está 

endogenamente mais expressa em monócitos de gestantes portadoras de PE quando 

comparadas com gestantes normotensas. Após tratamento com vitamina D3, tais 

células pertencentes à imunidade inata apresentaram diminuição da expressão gênica 

dos componentes desse eixo inflamatório, bem como diminuição da expressão 

protéica de TLR4, NF-κB fosforilado e citocinas inflamatórias e aumento de IκBα.  

O aumento da expressão gênica da citocina anti-inflamatória IL-10 em monócitos 

de gestantes com PE induzida por vitamina D3 associado à diminuição da expressão 

de citocinas inflamatórias e da menor expressão protéica de TLR4 e NF-κB fosforilado 

corroboram achados recentes da literatura. Zhang et al. (2018) demonstraram que a 

administração in vivo de vitamina D3 reduz a resposta inflamatória em modelo 

experimental de asma em camundongos pela inibição da via de sinalização 

HMGB1/TLR4/NF-κB. A inoculação de vitamina D nos animais atenuou os sintomas 

da asma, reduziu significativamente os níveis séricos de IL-1β, IL-6, TNF-α e 

aumentou os de IL-10 nos animais tratados em comparação ao grupo controle positivo 

da asma. Além disso, regulou a expressão proteica de HMGB1, TLR4, NF-κB e a 

expressão de p65NF-κB fosforilado.  

De maneira semelhante, monócitos de pacientes portadores de diabetes tipo 1 

tratados com 1,25(OH)2D3 apresentaram produção aumentada de IL-10 e IL-4, 

enquanto diminuíram a de citocinas inflamatórias como IL-17 e INF-γ, sugerindo que 

a forma ativa da vitamina D pode reverter a ativação de vias inflamatórias no início 

dessa doença (Ysmail-Dahlouk et al., 2016). Em modelo experimental de diabetes, a 

inoculação de vitamina D3 por via intraperitoneal em camundongos atenuou a 

periodontite pela redução de glicose sanguínea, de hemoglobina glicada e de níveis 

de TNF-α, levando à diminuição de perda óssea alveolar. Os resultados sugerem que 

a vitamina D3 melhora a periodontite diabética pela diminuição da sinalização TLR4 e 

JAK1/STAT3 no epitélio gengival, podendo contribuir como terapia potencial para 

pacientes com essa doença (Wang et al., 2013). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ysmail-Dahlouk%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27717877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ysmail-Dahlouk%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27717877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ysmail-Dahlouk%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27717877
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Há estudos que relatam o papel imunomodulador da vitamina D em diversas 

doenças inflamatórias. Qiao et al. (2017) mostraram que a via de sinalização 

TLR4/NF-κB possui papel importante na patogênese da asma e que quantidades 

apropriadas de vitamina D exercem efeito regulador sobre essa via. O receptor TLR4 

exerce importante papel na doença inflamatória denominada displasia 

broncopulmonar (BPD) e parece ser regulado pela vitamina D (Yao et al., 2017). Em 

modelo experimental de BPD, o aumento de TLR4 induzido por hiperóxia foi regulado 

pela vitamina D, inibindo, assim, a inflamação (Yao et al., 2017). Em conjunto, os 

resultados da literatura demonstram o papel regulador anti-inflamatório da vitamina D 

sobre a via de sinalização TLR4-NF-κB.  

Os resultados do efeito imunomodulador da vitamina D3 sobre a ativação 

endógena dos monócitos obtidos de gestantes portadoras de PE foram reproduzidos 

nos experimentos com células THP-1, estimuladas com moléculas indutoras de 

inflamação, as DAMPs urato monossódico (MSU) e hialurona (HA).  O cultivo de 

células THP-1 na presença de MSU e HA aumentou a expressão gênica de NLRP1, 

NLRP3, caspase-1, TLR4, NF-κB, TNF-α, IL-1β e IL-18 e diminuiu a expressão de IL-

10 quando comparado com as culturas controle, não estimuladas. Níveis 

significativamente elevados de ácido úrico e hialurona foram descritos no plasma de 

gestantes portadoras de PE quando comparadas às gestantes normotensas (Peraçoli 

et al., 2011; Romão et al., 2014; Romão-Veiga et al., 2018) e parecem contribuir para 

o desenvolvimento e manutenção da resposta inflamatória sistêmica nessas 

gestantes.  

Essas DAMPs induzem inflamação estéril por meio da interação com receptores 

de reconhecimento de padrão TLR expressos na superfície ou com receptores 

intracitoplasmáticos da família NLR, presentes em células da imunidade inata (Taylor 

et al., 2004; Kim et al., 2005; Franchi et al., 2009), resultando na manutenção do 

estado inflamatório intenso observado na PE (Khan & Hay, 2015).  

O co-cultivo das células com MSU ou HA e vitamina D levou à diminuição da 

expressão dos genes inflamatórios nas células THP-1, mostrando o efeito regulador 

da vitamina D3 sobre a hiperativação das vias dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3, 

bem como do eixo TLR4/MyD88/NF-κB induzida por MSU e HA. Esses resultados 

sugerem que esse hormônio tem papel importante na regulação da resposta 

inflamatória em células da imunidade inata.  
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Estudos avaliando o efeito modulador da vitamina D sobre a expressão de 

receptores TLR em células THP-1 são escassos. Verma et al. (2014) demonstraram 

que o tratamento dessas células com vitamina D3 (1,25 (OH)2 D3) induz aumento da 

expressão de TLR10 e diminui a de TLR2, TLR4 e TLR5 por essas células. A ativação 

de TLR10 por vitamina D3, que exerce efeito imunossupressor em monócitos, sugere 

que a função de TLR10 pode ser diferente da descrita para os outros TLR estudados 

e pode desempenhar papel regulador sobre monócitos humanos.  

Em conjunto, os resultados do presente trabalho mostram o efeito 

imunomodulador da vitamina D3, atenuando a ativação endógena dos inflamassomas 

NLRP1 e NLRP3 e da via de sinalização TLR4/NF-κB nos monócitos de gestantes 

portadoras de PE e nas células THP-1 e sugerem que a intensa inflamação sistêmica 

observada nas gestantes portadoras de PE poderia ser decorrente de um 

desequilíbrio da homeostase do sistema imune, causado pela ausência de fatores 

reguladores da resposta inflamatória como a Vitamina D. Na literatura há muitos 

relatos de que gestantes portadoras de PE apresentaram níveis plasmáticos de 

vitamina D significativamente menores quando comparados com gestantes 

normotensas. Assim, a menor concentração desse hormônio no plasma das gestantes 

pré-eclâmpticas em comparação as gestantes normotensas, detectada no presente 

estudo, corrobora os resultados da literatura (Robinson et al., 2013; Xu et al., 2014; 

Bakacak et al., 2015; Mohaghegh et al., 2015; Adela et al., 2017), sugerindo que a 

suplementação da vitamina D poderia proteger o organismo materno por seu efeito 

modulador sobre a resposta imune inata, que se encontra alterada na PE.  
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Termos de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAÇÃO EM PESQUISA 

 
“EFEITO MODULADOR DA PROGESTERONA, VITAMINA D E SILIBININA SOBRE 

INFLAMASSOMAS EM MONÓCITOS DE GESTANTES PORTADORAS DE PRÉ-ECLÂMPSIA“ 
  

Eu, ________________________________________, gestante, atendida no Serviço de Obstetrícia do 
Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP, fui convidada a participar da 
pesquisa para compor a lista de pacientes com pré-eclâmpsia. O objetivo desta pesquisa é o de 
entender como a pré-eclâmpsia atua no organismo das gestantes. Fui solicitada a doar pequena 
quantidade de sangue da veia do braço (10 mL), que será colhido com seringa e agulha descartável, 
uma única vez, no momento em que for atendida pelo médico. O convite para participar da pesquisa 
será feito na ausência de dor ou de qualquer sintoma que dificulte meu entendimento. Estou ciente 
de que a doação desse volume de sangue não me causará dor, a não ser a da picada da agulha no 
momento da coleta do sangue e, raramente, a formação de um pequeno hematoma no local. Fui 
informada que não terei benefícios direto com a pesquisa, mas que o resultado desse exame poderá 
ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obtê-lo. Fui informada também que eu posso, a 
qualquer momento, esclarecer dúvidas e desistir de participar da pesquisa, sem prejuízo do 
atendimento médico que necessitar e, que meu nome não aparecerá quando os resultados forem 
divulgados. Estou ciente de que, caso eu seja menor de idade, este termo de consentimento deverá 
ser assinado por mim e pelo meu responsável. 
Assim, concordo em participar da pesquisa.  
Obs: Você receberá uma cópia deste documento. Informações adicionais poderão ser obtidas no 
Comitê de Ética em Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.  

                               Botucatu, ___ de _________de 20__ 

 

                  ___________________________________                                              _______________________ 
                     Assinatura do voluntário maior de 18 anos                                                    Assinatura do responsável 
 
 
                            _______________________                                          ______________________________________ 
                               Assinatura do pesquisador                                            Assinatura da adolescente maior de 11 anos 

 
Pesquisadores: 
 
Maria Terezinha S. Peraçoli – Departamento de Microbiologia e Imunologia – Instituto de Biociências de Botucatu 
- UNESP 
Fone: (14)3880-0430  
 
Mariana Leticia Matias – Departamento de Microbiologia e Imunologia – Instituto de Biociências de Botucatu – 
UNESP  
Fone: (14)3880-0431 
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAÇÃO EM PESQUISA 
 

“EFEITO MODULADOR DA PROGESTERONA, VITAMINA D E SILIBININA SOBRE 
INFLAMASSOMAS EM MONÓCITOS DE GESTANTES PORTADORAS DE PRÉ-ECLÂMPSIA“ 

 
Eu, _______________________________________________, gestante, atendida no Serviço de 
Obstetrícia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP fui convidada a 
participar da pesquisa para compor a lista de pacientes como grupo controle, por não possuir doença. 
O objetivo desta pesquisa é o de entender como a pré-eclâmpsia atua no organismo das gestantes, 
para isso é necessário entender como se desenvolve a gestação sem essa doença. Fui solicitada a doar 
pequena quantidade de sangue da veia do braço (10 mL), que será colhido com seringa e agulha 
descartável, uma única vez, no momento em que for atendida pelo médico. O convite para participar 
da pesquisa será feito na ausência de dor ou de qualquer sintoma que dificulte meu entendimento. 
Estou ciente de que a doação desse volume de sangue não me causará dor, a não ser a da picada da 
agulha no momento da coleta do sangue e, raramente, a formação de um pequeno hematoma no 
local. Fui informada que não terei benefícios direto com a pesquisa, mas que o resultado desse exame 
poderá ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obtê-lo. Fui informada também que eu 
posso, a qualquer momento, esclarecer dúvidas e desistir de participar da pesquisa, sem prejuízo do 
atendimento médico que necessitar e, que meu nome não aparecerá quando os resultados forem 
divulgados. Estou ciente de que, caso eu seja menor de idade, este termo de consentimento deverá 
ser assinado por mim e pelo meu responsável. 
Assim, concordo em participar da pesquisa.  
Obs: Você receberá uma cópia deste documento. Informações adicionais poderão ser obtidas no 
Comitê de Ética em Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.  

                               Botucatu, ___ de _________de 20__ 

 

                   ___________________________________                                                 _______________________ 
                    Assinatura do voluntário maior de 18 anos                                                    Assinatura do responsável 

 
 

_______________________                                          ______________________________________ 
Assinatura do pesquisador                                                 Assinatura da adolescente maior de 11 anos 

 
Pesquisadores: 
 
Maria Terezinha Serrão Peraçoli – Departamento de Microbiologia e Imunologia – Instituto de Biociências de 
Botucatu - UNESP 
Fone: (14)3880-0430  
 
Mariana Leticia Matias- Departamento de Microbiologia e Imunologia – Instituto de Biociências de Botucatu - 
UNESP 
Fone: (14)3880-0431 
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Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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