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PREFACIO

A tese intitulada “Efeito modulador da progesterona, vitamina D e silibinina
sobre inflamassomas em mondcitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia”
encontra-se dividida em 5 capitulos.

Inicialmente, o primeiro capitulo da tese traz uma breve introducéo a respeito
da patogénese da pré-eclampsia e suas manifestagbes clinicas. Também é
rapidamente abordado o papel de cristais de acido Urico (urato monossodico) e
hialurona, moléculas conhecidas como “sinais de perigo” ou alarminas, que estédo
envolvidas no desencadeamento da inflamacéo estéril presente nessa doenca.

O capitulo dois apresenta o manuscrito “Silibinin downregulates the NF-«kB
pathway and NLRP1/NLRP3 inflammasomes in monocytes from pregnant women with
preeclampsia”, submetido a publicacdo para a revista Molecules. Nesse manuscrito,
relatamos o papel do flavonoide silibinina na modulacéo das vias do TLR4/MyD88/NF-
kB, dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e na diminuicdo da producédo de citocinas
inflamatérias por mondcitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia. Essas vias,
presentes em células da imunidade inata e ativadas em mondcitos de gestantes
portadoras de pré-eclampsia, sdo responsaveis pela inflamacdo estéril observada
nessa patologia. Sendo assim, o papel regulador da silibinina parece ter grande
importancia como possivel forma terapéutica no controle da pré-eclampsia.

O capitulo trés apresenta o manuscrito intitulado “Efeito modulador da
progesterona sobre as vias dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e TLR4/MyD88/NF-kB
em mondcitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia e em células THP-1", que
sera submetido a publicacdo em breve. Esse artigo apresenta o papel modulador da
progesterona sobre a inflamacéao sistémica exacerbada observada na pré-eclampsia.
Sendo um importante hormdnio da gestacéo, a progesterona foi capaz de diminuir a
expressdo génica de componentes inflamatérios presentes nas vias do NF-kB e dos
inflamassomas NLRP1/NLRP3, responsaveis pela inflamacédo estéril anormal
presente nessa doenca. Dessa forma, € possivel concluir que a progesterona pode
ser um horménio promissor no futuro tratamento da PE.

O capitulo quatro apresenta o manuscrito intitulado “Tratamento in vitro com
vitamina D regula as vias TLR4/MyD88/NF-kB e dos inflamassomas NLRP1/NLRP3
em monocitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia e em células THP-1", que

também sera enviado para publicagdo em breve. Nesse manuscrito, evidenciamos a
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capacidade da vitamina D em imunomodular importantes vias inflamatérias presentes
em mondcitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia. Essas gestantes
apresentam niveis plasmaticos mais baixos de vitamina D em comparagcdo com
gestantes normotensas, 0 que pode estar relacionado a incapacidade do organismo
materno em conter essa inflamacao descontrolada. Sendo assim, sugerimos que a
vitamina D pode ter papel regulador sobre a inflamagdo sistémica exacerbada
observada na PE.

O capitulo cinco contém os anexos referentes aos Termos de Consentimento

Livre e Esclarecido e ao Protocolo do Comité de Etica 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 mondcitos
cDNA: DNA complementar

Células Th: células T helper

COg2: dioxido de carbono

DAMPs: padrées moleculares associados ao dano
EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético

ELISA: ensaio de imunoabsorgcéo enzimatica

FL: fluorescéncia

FSC: foward scatter, parametro de tamanho
GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato-desidrogenase
H202: perdxido de hidrogénio

HA: hialurona

HMGB1: High mobility group box 1 protein
HMW-HA: High Molecular Weight — Hyaluronan
Hsp: proteina de choque térmico

HUVEC: células endoteliais humanas de veia umbilical
IFN-y: interferon gama

IKK: complexo enzimatico quinase

IL: interleucina

IkBa: nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha
LMW-HA: Low Molecular Weight - Hyaluronan
LPS: lipopolissacarideo

MIF: média de intensidade de fluorescéncia
MRNA: RNA mensageiro

MSU: urato monossaodico

MyD88: fator de diferenciacdo mieldide 88

NF-kB: fator nuclear kappa B

NLR: receptor do tipo NOD

NLRP: NLR family, pyrin domain containing
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NT: normotensa

PA: pressao arterial

PAMPs: padr6es moleculares associados a patdogenos

PBMCs: células mononucleares do sangue periférico

PBS: tampao-fosfato salino

PE: fluorocromo ficoeritrina

PE: pré-eclampsia

PE-Cy7: fluorocromo ficoeritrina conjugado com corante cianina
PG: progesterona

PMSF: fluoreto de fenilmetano

PRRs: receptores de reconhecimento padréo

gPCR: reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
rpm: rotagdo por minuto

RPMI: Roswell Park Memorial Institute, meio sintético complexo
SB: silibinina

SSC: side scatter, parametro de granularidade

TGF-B1: fator transformador do crescimento beta 1

THP-1: linhagem celular de monécitos humanos

TLRA4: receptor do tipo Toll 4

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

UVB: ultravioleta

VD: vitamina D
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1. Pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da gravidez, que ocorre em 2
a 10% das gestagdes, sendo a principal causa de morbimortalidade materna e
perinatal. O diagndstico clinico é feito a partir da vigésima semana de gravidez ou nos
primeiros dias apos o parto, fundamentando-se no desenvolvimento de hipertensao
arterial (PA = 140x90mmHg) com a presenca ou n&o de proteinuria (= 300mg/24h)
(ACOG, 2019), além de outras manifestacfes clinicas maternas, como insuficiéncia
renal, comprometimento hepatico, alteracbes neuroldégicas ou hematolégicas,
disfuncéo Utero-placentaria e restricao de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol
et al., 2015).

A PE se caracteriza por intensa reacdo inflamatdria sistémica, lesdo endotelial,
agregacao plaquetaria, ativacdo do sistema de coagulacdo e aumento da resisténcia
vascular generalizada (Roberts, 1998; Borzychowski et al., 2006), que parecem
contribuir significativamente para a fisiopatologia da doenca (Redman & Sargent,
2005). Assim, na PE ocorre ativagdo de células inflamatorias, como mondcitos,
granuldcitos e células endoteliais (Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 2006),
producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias, como Interleucina-1 beta (IL-1pB),
IL-6 e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) (Johnson et al., 2002; Redman &
Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al., 2007), bem como altera¢des na
producao de citocinas reguladoras, como IL-10, importante fator regulador da resposta
inflamatoria (Cristofalo et al., 2013).

O predominio de IL-10, uma citocina anti-inflamatoéria, na gestacdo normal
minimiza os efeitos deletérios da resposta inflamatoria excessiva, inibindo a producéo
de IL-1B e TNF-a por mondcitos ativados (Moore et al., 2001). Porém na PE, essa
regulacao esta prejudicada, observando-se diminuicdo de IL-10 e aumento de TNF-a
(Marzi et al., 1996). Em trabalho anterior demonstramos que, mondcitos de gestantes
pré-eclampticas produzem concentracbes endogenas de IL-10 significativamente
menores do que o0s de gestantes normotensas, enquanto os valores de TNF-a
encontram-se elevados (Cristofalo et al., 2013), corroborando os achados da literatura
(Azizieh et al., 2005).

A resposta inflamatoéria sistémica exacerbada na PE esta relacionada com a
liberacdo de substancias capazes de induzir inflamacdo, como fragmentos de

membranas do sinciciotrofoblasto, DNA fetal, microparticulas solluveis derivadas de
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leucocitos e citocinas inflamatorias, 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 enddgenos celulares liberados durante lesao
tecidual e denominados “sinais de perigo” ou padrbes moleculares associados a
danos (DAMPSs) (Kim et al., 2005) podem estar presentes no plasma das gestantes e
séo considerados importantes moduladores da resposta inflamatéria. As DAMPs séo
representadas por moléculas como acido Urico, reativos intermediarios do oxigénio,
proteinas de choque térmico (Asea et al., 2002), proteinas 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, Said-Sadier & Ojcius, 2012).

Hiperuricemia esta presente em muitas pacientes com PE e se correlaciona com
proteinuria elevada e a gravidade da doenca (Costa et al., 2012). Segundo Bainbridge
& Roberts (2008), o &cido urico tem potencial de promover inflamacgéo, estresse
oxidativo e disfuncdo endotelial. Nesse sentido, observou-se correlacao positiva entre
0 aumento da producéo da citocina inflamatéria TNF-a, de Oz e concentracdo sérica
elevada de acido Urico em mulheres com PE (Peracoli et al., 2011). Também foi
detectada associacéo entre concentracdo plasmatica elevada de acido urico, proteina
de choque térmico Hsp70, IL-1B, IL-12 e TNF-a nos casos graves dessa doencga
(Peracoli et al., 2013).

O hialurona é um glicosaminoglicano e o principal componente da matriz
extracelular, que é liberado durante lesdo e inflamacdo teciduais, resultando em
acumulo de fragmentos com baixo peso molecular (LMW-HA). Esses fragmentos
ativam a resposta pro-inflamatoria, agindo como DAMPSs por interacdo com receptores
TLRs, indugé&o de citocinas pro-inflamatorias e ativagéo do inflamassoma NLRP3 por

leucdcitos (Yamazaki et al., 2009; Campo et al., 2010; Ruppert et al., 2014) (Figura 1).
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Clivagemde CD44 e
inibicdo de ligagao
Producao de citocinas cruzada por HA
inflamatérias IL-1 B, TNF-a,

IL-6,1L-12

Figura 1. Acéo pro-inflamatoria de hialurona de baixo peso molecular (LMW-HA). LMW-
HA atua como agonista da sinalizagdo TLR através de interagdo com TLR2 e/ou TLR4 e
ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB, promovendo a producdo de citocinas pro-
inflamatorias por leucocitos. Além disso, induz turnover de CD44, limitando a probabilidade
de ligacao 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-
inflamatodria por interagcdo com o receptor CD44 presente na superficie celular,
contribuindo para a resolugéo da inflamac&@o e homeostase imunoldgica (Taylor et al.,
2004; Scheibner et al., 2006; Stern et al., 2006; Ruppert et al., 2014) (Figura 2). Roméo
et al. (2014) demonstraram que o hialurona estd aumentado no plasma de gestantes
com PE em comparag¢do com gestantes normotensas. Estudo envolvendo gestantes
com eclampsia e PE grave demonstrou que o hialurona estd aumentado no plasma
dessas pacientes (Berg et al. 2001), enquanto Uzun et a. (2010) observaram
concentragbes aumentadas de hialurona no sangue do corddo umbilical e na placenta

de gestantes pré-eclampticas.
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e o o
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Producdo de citocinas anti-
inflamatdrias

Geragao de células T reguladoras

Figura 2. Acdo anti-inflamatéria de hialurona de alto-peso molecular (HMW-HA). HMW-
HA e CD44 regulam negativamente a sinalizacao pré-inflamatéria de TLR pela depuracgéo de
LMW-HA pro-inflamatério, tem acao anti-oxidante contra radicais livres gerados em locais de
inflamacéo, induz a ligacdo cruzada de CD44 por HMW-HA promovendo a produgédo de
citocinas anti-inflamatorias pelas células e a estabilidade fenotipica de células T reguladoras.
Figura adaptada de Ruppert et al. Immunology Research, 2014; 58:186-192.

2. Papel dos “sinais de perigo” - DAMPs

Produtos enddgenos celulares liberados durante lesdo tecidual denominados
padrées moleculares associados a danos (DAMPSs) ou “sinais de perigo” como o acido
arico, hialurona, proteinas de choque térmico (HSPs), citocinas inflamatérias (IL-1,
HMGBL1), entre outros, sdo estruturas moleculares associadas ao estresse e morte
celular e podem se ligar aos receptores de reconhecimento de padrao (PRRS)
expressos em células da imunidade inata, ativando a resposta imune inflamatoéria que
contribui diretamente para a patogénese da PE (Figura 3). Esses receptores séo
considerados componentes centrais do sistema imune inato e estdo envolvidos na
resposta inflamatéria de mondcitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al., 2008). Os
principais sdo os receptores semelhantes ao Toll (TLRs), que reconhecem e ligam
DAMPs (Kim et al., 2005) e também moléculas presentes na superficie de patdégenos
conhecidas como padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPs) (Koga &
Mor, 2008).
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PRO-INFLAMMATORY SIGNALS (DAMPs)

@

URICACID/MSU

e
=0

PRO-INFLAMMATORY SIGNALS

Figura 3. Imunologia da morte celular necrotica. As células necréticas liberam organelas
intracelulares, bem como fatores intracelulares como éacido Urico/MSU, HSP70, HSP90,
HMGB1, ATP, DNA, RNA, HDGF e membros da familia das proteinas SAP130 e S100. Além
disso, as células necréticas secretam IL-1a e IL-6 de maneira passiva e ativa. Esses fatores
pro-inflamatdrios atraem a atencdo das células fagociticas e interagem com seus receptores
de superficie. Em seguida, os fagdcitos secretam sinais pré-inflamatérios como IL-8 e TNF-q,
induzindo uma resposta inflamatéria de magnitude consideravel. Figura adaptada de Garg et
al., 2010.

Outros receptores PRRs compreendem os membros da familia de receptores
Nod-like ou NLR (proteina contendo dominio de oligomerizacdo nucleotidica), que sdo
proteinas citosolicas capazes de reconhecer PAMPs e DAMPs citoplasmaticos e
recrutar outras proteinas, formando complexos de sinalizacdo que promovem a
inflamagéo. Esses complexos de sinalizagdo sdo chamados inflamassomas e geram
formas ativas de IL-1B (Abbas et al., 2012). A ligacao de lipopolissacaride (LPS), acido
lipoteicdico, flagelina, cristais de acido Urico como o urato monossoédico (MSU), entre
outros PAMPs e DAMPs, ativam receptores NLR, incluindo NLRP1, NLRP3 e NLRC4,
gue séo responsaveis pela formacéo do inflamassoma (Lamkanfi et al., 2007). NLRP1
e NLRP3 sdo expressos em células imunes, mas também em outros tipos celulares
como células placentarias (Abrahams, 2011; Pontillo et al., 2013).

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

eliminacdo de patdgenos como fungos, bactérias e virus, sendo os produtos de sua
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ativacdo, IL-1B e IL-18, moléculas protetoras em vérias infeccbes (Dinarello &
Fantuzzi, 2003; Dinarello, 2009). Também é ativado em condi¢c6es de estresse ou
leséo celular (Yang et al., 2012).

A interacdo com as DAMPs pode ativar diversas vias, sendo a resposta
inflamatdria induzida pela via de sinalizacdo TLR4 considerada uma das mais
importantes na patogénese da PE (Kim et al., 2005). Apds o reconhecimento das
DAMPs por TLR4, MyD88 (fator 88 de diferenciacdo mieloide) é recrutado e induz
ativacdo de IKK-a e IKK-B, seguida por degradacao de IkB-a e ativagado do Fator de
Transcricdo Nuclear kappa B (NF-kB) (Akira et al., 2001). O NF-kB é transportado para
0 nucleo, iniciando a sintese e liberacao de citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-q, as quais
atuam como mediadores da resposta inflamatoéria aguda (O'Neill, 2000). Esse fator
também induz hiper-regulacdo da transcricdo e traducdo de moléculas como NLRP3
(Bauernfeind et al., 2009). Comparando gestantes normotensas e pré-eclampticas,
Giorgi et al. (2012) demonstraram aumento da ativacdo de NF-kB em células
mononuclerares do sangue periférico de gestantes portadoras de PE, associado a
maior producéo de TNF-a e IL-1B. A maior producao dessas citocinas em gestantes
com PE esta em acordo com a literatura (Beckmann et al., 2004) e sugere que 0s
efeitos deletérios das altas concentracdes circulantes de TNF-a podem estar
associados as manifestagfes mais graves da PE (Peracoli et al., 2007).

ApdOs a hiper-regulacdo da transcricdo e traducdo de moléculas NLRP3,
resultante da ativacdo do NF-kB, um segundo estimulo é necessario para a ativagao
de NLRP3 (Bauernfeind et al., 2009). O segundo sinal esta relacionado com a
montagem e ativacdo do inflamassoma, onde diversas proteinas NLRP3 idénticas
formam um oligbmero, recrutando outras proteinas e ativando a proteina caspase-1,
a qual cliva a pro-IL-1B e pro6-IL-18, resultando na geracdo de IL-18 e IL-18
biologicamente ativas que, subsequentemente, sdo 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 varios estimulos (Martinon et
al., 2009), dentre eles MSU e HA. Segundo Bauernfeind et al. (2009), a necessidade
dessa dupla estimulacao para ativar o inflamassoma pode ser importante para impedir
a ativacao descontrolada de NLRP3, responsavel por consequéncias devastadoras no

hospedeiro, como ocorre em doencas autoinflamatorias.
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Figura 4. Cascata de ativagdo das vias do NF-kB e do inflamassoma por DAMPs (Figura
adaptada de R&D Systems).

Em trabalho anterior demonstramos que, mondcitos de gestantes portadoras de
PE apresentam maior expressao génica enddégena dos receptores NLRP1 e NLRP3 e
de caspase-1, bem como da producéo de IL-1B8 e IL-18 em relacdo as gestantes
normotensas, sugerindo a participacdo do inflamassoma NLRP3 na inflamacgéo
sistémica que caracteriza a PE. O estimulo dessas células com MSU induziu maior
expressao do inflamassoma NLRP3, mostrando que o acido urico € capaz de ativar
esse complexo molecular e atuar na liberagéo de citocinas inflamatérias (Matias et al.,
2015).

Além disso, estudos recentes de nosso laboratorio demonstraram que, 0
estimulo de mondcitos de gestantes portadoras de PE com hialurona induz maior
expressdo génica de NLRP1, NLRP3 e caspase-1, bem como aumento na producéo
de IL-1B8 (Romao-Veiga et al., 2018).

Em conjunto, esses resultados demonstram que, a resposta inflamatoria

sistémica exacerbada € uma caracteristica chave na PE, representada por
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concentragcbes excessivas de citocinas pro-inflamatérias, associadas a reducédo de
citocinas imunossupressoras e fenétipo anormalmente ativado das células do sistema
imune inato e adaptativo. Na PE, o desbalanco entre citocinas pro- e anti-inflamatorias
e a ativacdo dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 parecem ser dependentes da
deficiéncia de fatores reguladores capazes de modular essa resposta inflamatoria
como, por exemplo, a vitamina D e a progesterona. Esse desbalan¢o também poderia
ser atenuado através da administracdo de produtos naturais com propriedades anti-
inflamatodrias como o flavonoide silibinina.

O entendimento da modulacdo das vias de ativacdo celular em mondcitos
humanos, por horménios da gestacao, vitamina D e agentes anti-inflamatérios podera
contribuir para a melhor compreensdo do envolvimento da imunidade inata na
fisiopatologia da PE e possivelmente propor formas alternativas para o tratamento

dessa importante sindrome da gestacao.
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Abstract: Preeclampsia (PE) is a human pregnancy-specific syndrome with abnormal activation
of cells from the innate immune system. The present study evaluated whether silibinin (SB)
treatment of monocytes from preeclamptic women could modulate NLRP1 and NLRP3
inflammasomes as well as TLR4/NF-kB pathway activation. Peripheral blood monocytes from
20 preeclamptic and 20 normotensive (NT) pregnant women, as well as the THP-1 cell line,
were cultured with or without monosodium urate (MSU) or SB. NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4,
MyD88, NF-kB, IL-1B, IL-18, TNF-a and IL-10 gene expression was analysed with quantitative
real-time polymerase chain reaction (qPCR), while inflammatory cytokine production and
p65NF-KB activity in monocytes was evaluated by enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISAs). Compared with NT women, monocytes from preeclamptic women showed higher
endogenous activation of NLRP1/NLRP3 inflammasomes and the TLR4/NF-kB pathway as well
as higher gene and protein expression of IL-1B, IL-18 and TNF-a, and lower expression of IL-
Monocyte stimulation with MSU increased inflammation-related genes as well as NF-kB
activity. In vitro, SB treatment of monocytes from preeclamptic women reverted the basal
activation of these cells by decreasing NLRP1/NLRP3 inflammasomes and p65NF-kB activity.
THP-1 cells exhibited a similar immunological response profile to monocytes from
preeclamptic women when cultured with or without MSU or SB. These results suggest uric
acid participates in the systemic inflammatory response characteristic of preeclampsia and
that in vitro SB treatment can modulate the sterile inflammation established in monocytes
from preeclamptic women.

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

1. Introduction

Silymarin is a flavonoid complex extracted from the seeds and fruit of Silybum marianum, a milk
thistle plant that belongs to the family Asteraceae. It is one of the oldest medicinal herbs, and it is
used as anti-inflammatory and hepatoprotective agent [1,2]. Silibinin (SB) is the main biologically
active component (70-80%) of silymarin and also presents anti-inflammatory, hepatoprotective, anti-
fibrotic, anticarcinogenic, antioxidant and immunomodulatory activities. Antioxidant and anti-
inflammatory SB properties were demonstrated by dose-dependent inhibition of hydrogen peroxide
(H20:) release as well as production of tumour necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-10 (IL-10),
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transforming growth factor beta (TGF-B) and prostaglandin E2 (PGE2) by peripheral blood
monocytes from healthy individuals stimulated with lipopolysaccharide (LPS) [3,4]. The SB anti-
inflammatory effects are attributed to its suppression of nuclear factor kappa-B (NF-«kB)-regulated
gene products [3,5,6]. Thus, NF-kB plays a role in the pathogenesis of inflammation, a fact that
suggests that NF-kB pathway inhibitors might be effective targets for treatment of chronic
inflammatory diseases [6].

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

it is considered the leading cause of maternal and foetal morbidity and mortality [7,8]. This pathology
is identified primarily by onset of clinical parameters such as hypertension and proteinuria from 20
weeks of gestation or by hypertension associated with maternal neurologic or hematologic
complications, kidney failure, liver involvement or foetal growth restriction [9-11]. Due to the
characteristic systemic inflammation in PE, there is excessive activation of inflammatory cells such as
monocytes and granulocytes and exacerbated production of pro-inflammatory cytokines [12,13] in
addition to reduced production of regulatory cytokines such as IL-10 and TGF-B [14]. Monocytes
from preeclamptic women are endogenously activated and therefore release significantly higher
TNF-a, superoxide anion (O27) and H202 compared to monocytes from normotensive (NT) pregnant
women. These results suggest that PE is marked by oxidative stress and that the monocytes from
maternal peripheral blood might be an important source of free radicals and inflammatory cytokines,
all of which play a role in the pathogenesis of this disease [13,15].

Many preeclamptic women also show hyperuricemia associated with proteinuria and disease
severity, an observation that suggests uric acid may contribute to PE pathogenesis through its
inflammatory effects [15,16]. Uric acid induces inflammation and endothelial dysfunction [17], and
its crystals (monosodium urate — MSU) can activate the NLRP3 inflammasome, a multimeric protein
complex that is important for processing and releasing of IL-1B and IL-18 [18,19]. This activation
requires two steps. The first, priming, is the interaction of a “danger signal”, such as pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) or damage-associated molecular patterns (DAMPs), with toll-
like receptors (TLRs), and subsequent NF-kB pathway activation, which results in increased
transcription of NLRP3 and pro-IL-1B as well as apoptosis-associated speck-like protein (ASC) [20].

In the second, or triggering step, DAMP molecules interact with nod-like receptors (NLRs), which
results in oligomerisation of NLRP3, ASC, and pro-Caspase-1. When activated, pro-Caspase-1
produces Caspase-1, and its activity leads to the biologically active IL-1f and IL-18 that will be
secreted into the extracellular medium [21,22].

In previous studies, we demonstrated that SB inhibits NF-kB pathway activation and pro-
inflammatory cytokine production, including IL-1B and TNF-a, in peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) from pregnant women with preeclampsia [14,23]. Moreover, monocytes from
preeclamptic women showed endogenous activation of NLRP3 inflammasomes, and treatment of
these cells with MSU enhances activation of this inflammatory complex [24]. SB treatment of pregnant
rats in an experimental model of preeclampsia, induced by nitric oxide synthase inhibition with N-
omega-nitro-L-arginine methyl (.-NAME), improves reproductive outcome, normalises blood
pressure and platelet count and reduces proteinuria and serum levels of pro-inflammatory cytokines
[25].

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

exerts a modulatory effect on NLRP1 and NLRP3 inflammasomes and NF-kB expression in
monocytes obtained from pregnant NT or preeclamptic women stimulated, in vitro, with

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

have the same immunological response profile as these monocytes after treatment with MSU and SB.
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2. Results
2.1. Clinical characteristics

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

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).

Table 1. Clinical and laboratory characteristics of preeclamptic and NT pregnantwomen.

NT pregnant women (n

Characteristics Pregnant women with preeclampsia (n

=20) =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) 1107 (90 - 120) 69 (63 —-70)
Proteinuria (mg/24h) 72507 (300 — 18800) <300
Uric acid (mg/dL) 6.2"(3.9-10.1) 32(23-47)

Data are presented as the median, with the minimum and maximum values in parentheses. * p<0.05 vs. NT
pregnant women (Mann-Whitney U test).

2.2. Gene expression in monocytes cultured with MSU or SB

Basal NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB, IL-18, IL-18 and TNF-at gene expression
(Figures 1A-11) significantly increased in monocytes from women with PE compared to NT women.
Additionally, the endogenous gene expressions were higher than those exhibited by cultures of
monocytes treated with SB in the preeclamptic group. Stimulating cells with MSU significantly
enhanced activation of inflammasome-related genes (NLRP1, NLRP3 and Caspase-1), TLR4, MyD88
and NF-kB-pathway-related genes and inflammatory cytokine genes (/L-18, IL-18 and TNF-a) when
compared to non-stimulated monocytes or those treated with SB in the preeclamptic group. There
was no significant difference in NLRP3 and Caspase-1 expression or the inflammatory cytokines in
monocytes from NT pregnant women stimulated with MSU or treated with SB. However, MSU
induced higher NLRP1, TLR4, MyD88 and NF-kB expression compared with control and SB-treated
cultures for this group (Figures 1A, 1D, 1E and 1F).

Endogenous /L-10 expression (Figure 1J) by monocytes from pregnant preeclamptic women was
significantly lower compared to NT pregnant women monocytes as well as and to monocyte cultures
treated with SB from the PE group. After MSU stimulation, monocytes from preeclamptic women
exhibited lower /L-10 expression compared to non-stimulated and SB-treated cultures. Thus, SB
treatment effectively increased IL-10 expression in monocytes from preeclamptic women. In the NT
group, basal monocyte /L-10 expression was significantly higher compared to that obtained after
MSU stimulation. IL-10 expression was not affected in NT monocytes treated with SB.
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Figure 1. Gene expression of NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-«B (F),
IL-1pB (G), IL-18 (H), TNF-a (I) and IL-10 (J) in monocytes from 20 pregnant women with preeclampsia
(PE) and 20 NT pregnant women, cultured in the absence (Co) or presence of MSU or SB. Results are
expressed as the median in arbitrary units (a.u.). * p <0.05 vs. NT Co, PE SB; # p <0.05 vs. PE Co, PE

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

2.3. Determination of NF-kB in monocyte nuclear extracts

Monocytes from pregnant women with PE showed significantly higher basal activation of the
nuclear transcription factor NF-kB compared with those from NT pregnant women (Figure 2). After
monocyte stimulation with MSU, both preeclamptic and NT women showed a significant increase in
the amounts of NF-kB compared to non-stimulated (Co) and SB-treated monocytes. Treatment with

SB decreased NF-kB levels in monocytes from these groups.
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Figure 2. NF-kB concentration in nuclear extracts of monocytes from 20 pregnant women with
preeclampsia (PE) and 20 NT pregnant women, cultured in the absence (Co) or presence of MSU or

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

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

2.4. Cytokine production by monocytes from pregnant women

Figure 3 presents the production of TNF-a and IL-1B by monocytes from preeclamptic and NT
pregnant women, cultured in the absence or presence of MSU or SB. There was a significant increase
in the endogenous IL-1B, IL-18 and TNF-a concentrations produced by monocytes from pregnant
preeclamptic compared to NT women. MSU stimulation induced higher IL-1f3, IL-18 and TNF-a
production by cells from both groups when compared to their respective control (Co), and to
monocytes treated with SB. SB treatment of monocytes from the preeclamptic group significantly
decreased IL-1B, IL-18 and TNF-a production when compared to the control culture.

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

NT cultures. MSU treatment did not affect IL-10 production in the preeclamptic group, butit
enhanced IL-10 in NT cultures.
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3. IL-1B (A), IL-18 (B), TNF-a (C) and IL-10 (D) production by monocytes. Monocytes from

nt women with preeclampsia (PE) and NT pregnant women were cultured in the absence (Co)
ence of MSU or SB. Results are shown as the median. *p < 0.05 vs. NT Co, PE SB; # p < 0.05 vs.
PE SB; ® p<0.05vs NT Co, NT SB; m p <0.05 vs NT Co, NT MSU (Kruskal-Wallis test).

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

Relative quantification of NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-«B, IL-1{, IL-
18, TNF-a 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-1p 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
NEF-KB expression in these cells (Figure 4D-4F). TNF-a 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 4]).
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Figure 4. Gene expression of NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E),
NF-kB (F), IL-18 (G), IL-18 (H), TNF-a (I) and IL-10 (J) in THP-1 cells cultured in the absence (Co)
or presence of MSU or SB. Results, obtained from five independent experiments, are shown as
mean + standard deviation (SD) in arbitrary units (a.u.). * p < 0.05 vs. Co and MSU+SB (ANOVA).

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

THP-1 cells stimulated with MSU produced increased concentrations of IL-13 and TNF-a when
compared to the control and MSU+SB-treated cultures. IL-18 production by these cells after
MSU stimulation was significantly higher than in MSU+SB cultures, but did not differ statistically
from the control cultures. There were no significant differences between THP-1 cultures with
regards to IL-10 production (Figure 5).
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176  Figure 5. IL-1B (A), IL-18 (B), TNF-a (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-kB 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-kB, 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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not only increased the gene expression of inflammasome components, but it also enhanced NF-kB
transcription and concentration in nuclear extracts. NF-kB pathway activation is essential to
upregulate pro-IL-1f and NLRP3 protein synthesis [34]. Furthermore, MSU stimulus increased IL-18
and TNF-a mRNA levels, results that corroborate the literature [24]. On the other hand, theelevated
endogenous production of TNF-a by monocytes from preeclamptic women might act in
inflammasome complex activation by stimulating the NF-kB pathway and inducing TNF-a and IL-16
transcription [35]. In turn, these cytokines may act by promoting NF-kB activation, which would
consequently maintain a cycle of cellular activation [36] that results in the excessive and chronic
inflammation observed in PE.

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

TLR4, MyD88, NF-kB, IL-18, IL-18 and TNF-a by monocytes from NT pregnant women could be
associated with IL-10 regulatory activity, namely once its gene and protein expression are
significantly higher than in monocytes from the PE group. Low IL-10 production by monocytes
occurs in patients with PE [14,29]. Thus, high IL-10 production plays beneficial roles in normal
pregnancy by promoting successful placentation and controlling excessive inflammation through
downregulation of /L-18 and TNF-a gene expression [37,38].

Our results demonstrated that in vitro treatment of monocytes from preeclamptic women with
SBinduced IL-10 expression, a finding which confirms the anti-inflammatory effect of this flavonoid
[3,6,23]. Moreover, in monocytes from the PE group, SB reverted the activation of inflammasome-
(NLRP1, NLRP3 and caspase-1) and NF-kB-pathway-related (TLR4, MyD88 and NF-kB) gene
expression and reduced NF-kB activation and its nuclear extract concentration. Regarding cytokine
gene expression, SB treatment reduced /L-18, IL-18 and TNF-a mRNA levels in monocytes from
preeclamptic women. These polyphenolic flavonoid effects might be related to a SB suppressive effect
on the phosphorylation of IkB, a protein bound to NF-kB in the cytoplasm that prevents its migration
to the nucleus and impairs the transcription of inflammation-related genes [39,40]. Thus, SB can
modulate inflammatory effects in these cells even when administrated in an already inflammatory
environment.

Activation of the NLRP1 and NLRP3 inflammasomes, the NF-kB pathway and inflammatory
cytokines by MSU, as well as their modulation by SB, were reproduced in the THP-1 human
monocyte cell line. We demonstrated that MSU activated THP-1 cells and, consequently, triggered
inflammasome and NF-kB pathway activation. On the other hand, SB-treated THP-1 cells showed a
marked reduction in their inflammatory profile, a change seen by diminished inflammation-related
gene expression and inflammatory cytokine production. These results confirm our previous findings
about the upregulation of inflammasomes by MSU in monocytes [24] and downregulation of NF-kB
activity and inflammatory cytokine production by SB treatment of PBMCs from pregnant women
with PE [23].

In conclusion, the present study suggests that uric acid participates in the excessive
inflammation present in PE by stimulating NLRP1/NLRP3 inflammasomes and the NF-kB pathway.

SB treatment modulated the sterile inflammation established in monocytes from pregnant women
with PE, an effect that demonstrate its relevant role on the regulation of the inflammatory response
in this disease. Considering these results, as well as the existing clinical uses and notorious safety of

this flavonoid, future studies on SB immunomodulatory effects on the exacerbated inflammation
characteristics of PE are encouraged to further elucidate its potential as an adjuvant treatment for this
gestational pathology.

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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elevated blood pressure of 140 over 90 mmHg and proteinuria (> 300 mg in urine collected

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

onset hypertension associated with other complications such as thrombocytopenia, HELLP
(hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count) syndrome, new-onset cerebral or visual
disturbances, renal insufficiency or acute pulmonary edema [9]. A group of 20 pregnant women
with an uncomplicated pregnancy who remained NT and non-proteinuric were recruited as

controls and matched for gestational age with the preeclamptic group. Gestational age was
calculated from the last menstrual period and confirmed by early (< 12 weeks gestation)
ultrasound examination. Proteinuria in 24-h urine was measured by a colorimetric method,

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

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

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

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

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

number 2.333.216), and all women gave written informed consent. Parents or guardians
signed for women aged less than 18 years.

4.2. Blood sampling

For the evaluation of gene expression, cytokine production and NF-kB quantification in
monocytes from women with PE, blood was collected at the time of disease diagnosis, and from NT
pregnant women at the time when they were matched for gestational age with women with PE. Blood
samples (10 mL) were collected by venipuncture from the antecubital vein and were put into a
sterile plastic tube that contained 10 U/ml ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; Becton
Dickinson-BD Vacutainer; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). After blood centrifugation at

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

the time of cytokine determination.

4.3. Monocyte cultures

After plasma separation, PBMCs were isolated by density gradient centrifugation on Ficoll-
Paque Premium [density (d) = 1.077] (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden) as previously
described [15]. Cell viability, as determined by 0.2% trypan blue (Gibco) dye exclusion, was > 95% in
all experiments. Monocytes were counted using neutral red (0.02%) in the PBMC suspension, and 5
x 10° monocytes/mL in complete medium were distributed (1 mL/well) in 24-well flat-bottomed
plates (NalgeNunc, Rochester, NY, USA). After incubation for 2 h at 37°C in a humidified 5% CO2
atmosphere, non-adherent cells were removed by aspiration and each well rinsed twice with
complete medium. Monocyte preparations routinely contained > 90% monocytes as determined by
morphologic examination and staining for non-specific esterase [41]. Monocytes were incubated with
complete medium in the presence or absence of 50 pg/mL of MSU (Sigma-Aldrich) at 37°Cin 5% CO>
and/or 50 pg/mL of SB (Sigma-Aldrich) at 37°Cin 5% CO.. The MSU and SB concentrations used in
monocyte cultures were previously standardised by employing monocytes from five healthy non-
pregnant women.

4.4. THP-1 cell culture

THP-1 cells (ATCC No. TIB 202) were obtained from the collection of the Recombinant
Technology Laboratory (LATER; Bio-Manguinhos, Fiocruz) and maintained in liquid nitrogen (-
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 Na2HPOs (Merck) and 1.8 mM KH2PO4 (Merck)) pH
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7.4. For maintenance, cells were cultured in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), formulated with 0.2% (v/v)
NaHCOs (Sigma-Aldrich) and supplemented with 20% (v/v) inactivated fetal bovine serum (Gibco),
and grown in 25 cm? T-bottles (Corning, Corning, USA) at 37°C in 5% CO: for 3 days. Cell
concentration and viability were determined on a haemocytometer by light microscopy (100x)using
a 1:50 dilution in 0.4% trypan blue.

For experimental preparations, cells were removed from the original culture medium, washed
twice in PBS and resuspended in 1 ml of RPMI 1640 medium supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum. After quantification, the cells were suspended at a concentration of 5 x 105 cells/ml in
RPMI 1640 supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum.

4.5. Nuclear extraction of monocytes

Monocytes from preeclamptic and NT pregnant women, at a concentration of 5 x 105 cells/ml,
were cultured for 30 min in the presence or absence of 50 ug/mL MSU or SB. The cells, obtained as
described in the monocyte cultures section, were subjected to nuclear extraction using a nuclear
extraction kit (Cayman Chemical Company, Michigan, USA) according to the manufacturer’s
instructions.

4.6. Determination of p65NF-kB activity

Nuclear extracts for each culture condition were employed to determine the p65NF-kB level by
using a transcription factor enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Cayman Chemical)
according to the manufacturer’s instructions. Total protein concentration in nuclear extracts was
determined by Lowry's method [42], and p65NF-kB was expressed as pg/ug of nuclear protein.

4.7. Cytokine determinations

Cytokine concentrations in monocytes and THP-1 culture supernatants were determined by
Quantikine ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) for TNF-a and IL-1p3 according to the
manufacturer’s instructions. Assay sensitivity limits were 1.6 pg/mL for TNF-a, 1.0 pg/mL for IL-1B,
3.9 pg/mL for IL-10 and 2.25 pg/mL for IL-p18.

4.8. Expression of transcripts related to inflammation

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

of 50 ug/mL MSU or SB for 4 h at 372C in 5% CO.. The cells were subjected to analysis of the
transcriptional level of the genes that encode the proteins NLRP1, NLRP3, Caspase-1,TLR4, MyD88,
NF-kB, IL-1B, IL-18, TNF-at and IL-10. Total RNA was extracted from monocytes with the Total RNA
Purification Kit (NorgenBiotek Corp., Thorold, Canada) according to the manufacturer's protocol.
After extraction, 1 ug of total RNA was incubated with DNase | Amp Grade (Invitrogen). The purity
and relative quality of samples were determined by fluorometry using Qubit® Fluorometric
Quantitation, Thermo Scientific. Subsequently, complementary DNA (cDNA) was synthesised in a
60ul reaction (with 450 ng total RNA) using the ImProm-lI™ Reverse Transcription System,
according to the manufacturer's protocol. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR)
was performed using RT GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) according to [24].

A 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) was used for analysis. Variants of the
studied targets were aligned in the MEGA 5.1 program and each primer was subsequently selected
by the software Primer-BLAST. Primers located in exon-exon junctions guarantee the purity of the
reaction, namely the absence of any genomic DNA that may contaminate it. The primer sequences
used in this study are shown in Table 2.

Table 2. Primers for inflammasome and NF-kB pathway components, cytokines and GAPDH.
Numbers indicate nucleotide positions in the corresponding transcripts.

43



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
MYDS88 (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-kB 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.
346 Author contributions: MLM, VJG, and MTSP conceived and designed the experiments, analysed data and wrote
347 the paper; JCP selected pregnant women for the study; MLM, VIG, MRV, VRR, PRN, MFF performed the
348 experiments. All authors read and approved the manuscript.
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Resumo

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gravidez, associada com
inflamacéo sistémica exacerbada, que poderia ser dependente da deficiéncia de
fatores reguladores, como a progesterona (PG), capaz de modular essa resposta
inflamatdria. 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 sinalizagao dependente
de TLR4-MyD88 em mondcitos de gestantes portadoras de PE e em linhagem celular
de mondcitos humanos THP-1. Mondcitos obtidos do sangue periférico de 20
gestantes com PE, 20 gestantes normotensas e células THP-1 foram cultivados na
presenca ou auséncia de urato monossodico (MSU), hialurona (HA) e PG por
diferentes periodos: a) por 30 min para determinacao da fosforilacdo de NF-«kB e para
expressao dos fatores intra-citoplasmaticos NF-kB e IkBa por citometria de fluxo, b)
por 4h para avaliar a expressao génica de TLR4, MYD88, NFKB1, NLRP1, NLRP3,
CASP1, IL1B, IL18, TNF e IL10 analisada por RT-qPCR e c) por 18h para a
determinacao da concentracao das citocinas IL-1f3, IL-18, TNF-a e IL-10 por ELISA e
da expressdo do receptor de superficie TLR4 por citometria de fluxo. Foram
determinados os niveis plasmaticos de acido urico e PG em gestantes pré-eclampticas
e normotensas. Os resultados foram analisados por meio de testes paramétricos e
nao-paramétricos com nivel de significancia de 5%. Os niveis plasméaticos de PG
foram significativamente menores, enquanto os de &cido Urico foram maiores em
gestantes com PE quando comparados com gestantes normotensas. Mondcitos de
gestantes com PE apresentaram maior ativacdo enddgena dos genes inflamatorios
(TLR4, MYD88, NFKB1, NLRP1, NLRP3, CASP1, IL1B, IL18 e TNF) e menor de I1L10
em comparacao com as gestantes normotensas. A expressédo de TLR4 e NF-kB foi
maior, enquanto a de IkBa foi menor no grupo de gestantes com PE quando
comparada a de gestantes normotensas. A maior atividade basal de NF-«kB fosforilado,
observada em mondcitos de gestantes com PE, apresentou-se menor apos 0
tratamento dessas células com PG. O estimulo com MSU e HA aumentou a expressao
dos genes e proteinas relacionados a inflamacéo e diminuiu a de IL-10 em mondcitos
de gestantes com PE, enquanto o tratamento com PG teve efeito imunomodulador,
diminuindo essa expressédo. No grupo PE, os estimulos com MSU e HA aumentaram
a expressdo de NF-kB e diminuiram a de IkBa. Por outro lado, o tratamento dos

monaocitos com PG induziu diminuicdo de TLR4 e NF-kB e aumento de IkBa. Células
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THP-1 apresentaram perfil de resposta imunolégica semelhante a dos mondcitos de
gestantes pré-eclampticas, apos estimulo com MSU e HA e tratamento com PG. Os
resultados sugerem a participacdo de MSU e de HA na resposta inflamatoria sistémica
da PE e, que o tratamento das gestantes com PG poderia diminuir essa inflamacao,
devido ao papel imunomodulador desse horménio sobre a ativacdo de monécitos na
PE.

Palavras-chave: mondcitos, pré-eclampsia, urato monossodico, 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-kB phosphorylated
and for expression of NF-kB and IkBa 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 gPCR and c) for 18 h to determine the
concentration of IL-13, IL-18, TNF-a 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-kB was higher, whereas IkBa
was lower in PE than in NT group. The higher basal activity of phosphorylated NF-kB,
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-kB and decreased IkBa
expression. On the other hand, treatment of monocytes with PG induced a decrease
of TLR4 and NF-kB and increase of IkBa. 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. Introducéo

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gravidez associada a
hipertensdo de inicio recente, a partir da 202 semana de gestacdo, em mulheres
previamente normotensas. Apesar de muitas vezes acompanhado de proteindria, 0
aparecimento de hipertensao arterial e outros sinais ou sintomas de PE podem ocorrer
em algumas mulheres na auséncia de proteinaria (Homer et al., 2008). Assim, devem
ser diagnosticadas como portadoras de PE, mulheres que apresentem qualquer uma
das seguintes manifestacdes clinicas graves: valor de pressao arterial sistolica maior
ou igual a 160 mmHg ou pressao arterial diastolica maior ou igual a 110 mmHg,
insuficiéncia renal, comprometimento hepético, alteracdes neuroldgicas ou
hematoldgicas, edema pulmonar na auséncia de proteinuria. (Tranquilli et al., 2014;
ACOG, 2019). Essas caracteristicas graves aumentam o risco de morbidade e
mortalidade materna, fetal e neonatal (Von Dadelszen et al., 2011).

A PE caracteriza-se por resposta inflamatoria sistémica exagerada, decorrente
da ativacdo enddgena de células da imunidade inata e adaptativa, que se reflete na
ativacdo excessiva de leucécitos do sangue periférico e que pode interferir na
progressdo da gravidez normal (Lok et al., 2009; Ribeiro et al., 2017). Este disturbio
imunolégico parece ter sua origem na placenta, resultante de leséo tecidual causada
por isquemia/hipéxia e decorrente da falha de invasdo das artérias uterinas pelo
trofoblasto fetal (Huppertz, 2008). A diminuicdo da oferta local de oxigénio e nutrientes
estd associada a morte celular aumentada do trofoblasto (Wu et al., 2012), que pode
resultar na liberagcdo de mediadores de ativacado endotelial e inflamagéo sistémica
materna (Redman & Sargent, 2003). Esses mediadores, liberados apds necrose do
trofoblasto (Huppertz et al., 2003) incluem DNA fetal, &cido urico, High Mobility Group
Box 1 (HMGB1), produtos de matriz extracelular, IL-1a entre outros, caem na
circulacdo materna e podem interagir com leucaocitos circulantes, contribuindo para a
resposta inflamatdéria intensa descrita na PE. Assim, a resposta inflamatoéria sistémica
exacerbada, que na PE geralmente ocorre na auséncia de infec¢gdo microbiana, tem
sido descrita como inflamacéo estéril (Nadeau-Vallée et al., 2016; Brien et al., 2018).

Os fatores enddgenos desencadeantes dessa inflamacdo estéril séo
conhecidos como padrdes moleculares associados ao dano (DAMPS) ou alarminas e
que contribuem tanto para a inflamacao placentaria local como para a inflamagéo

sistémica e a disfuncéo endotelial (Khan & Hay, 2015). DAMPs como cristais de acido
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arico (Matias et al., 2015), reativos intermediarios do oxigénio, proteinas de choque
térmico (HSPs) (Asea et al., 2002; Mandrekar et al., 2008), proteinas 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;
SaidSadier & Ojcius, 2012) exercem seu efeito inflamatorio por meio da interagdo com
receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) expressos em células da imunidade
inata. Os principais sao os receptores semelhantes ao Toll (TLRs) que reconhecem e
ligam moléculas presentes tanto na superficie de patégenos, denominadas padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) (Koga & Mor, 2008), como DAMPs
(Matzinger, 2002; Kim et al., 2005). Outros PRRs sdo membros da familia de
receptores Nod-like ou NLR (proteina contendo dominio de oligomerizacao
nucleotidica), que séo proteinas citosolicas que reconhecem PAMPs e DAMPs dentro
do citoplasma da célula do hospedeiro e recrutam outras proteinas, formando
complexos de sinalizagdo que promovem a inflamagdo e s&o denominados
inflamassomas, gerando formas ativas de IL-1B (Franchi et al., 2009). Segundo Khan
& Hay (2015), as DAMPs podem induzir hiperativacéo dos inflamassomas, resultando
na manutenc¢éo do estado inflamatério intenso, observado na PE.

Na literatura ha relatos de ativacdo enddgena de receptores TLR4 e de
inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em mondcitos de gestantes portadoras de PE e de
sua contribuicdo para a producao de citocinas inflamatérias e patogénese 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 mondcitos na intensa resposta inflamatoria
intravascular descrita na PE (Redman & Sargent, 2003; Borzychowski et al., 2006).
Em trabalho recente demonstramos que o estimulo, in vitro, de mondcitos de
gestantes pré-eclampticas com DAMPs como cristais de &cido Urico e hialurona
induzem ativacdo de inflamassomas, representada por expresséo génica aumentada
de NLRP1, NLRP3 e seus componentes caspase-1, IL-13 e IL-18, além de maior
sintese de IL-13 e TNF-a. Por outro lado, o cultivo das células com Hsp70 n&o induziu
ativacdo de inflamassoma, mas levou a producéo de maiores concentracdes de IL-13
e TNF-a, sugerindo que Hsp70 induz ativagdo de mondcitos por mecanismo
independente da ativacdo de inflamassomas (Roméao-Veiga et al., 2018). Assim,
niveis significativamente elevados de &cido urico, hialurona, Hsp70, HMGB1 e

citocinas inflamatérias foram descritos no plasma de gestantes portadoras de PE
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quando comparadas as gestantes normotensas (Berg et al., 2001; Peracoli et al.,
2011; Naruse et al., 2012; Peracoli et al., 2013; Raghupathy et al., 2013; Romao et al.,
2014; Romao-Veiga et al., 2018) e contribuem para o desenvolvimento e manutencao
da resposta inflamatoria sistémica nessas gestantes (Zhu et al., 2015).

Em conjunto esses resultados demonstram que na PE, ao contrario da
gestacdo normal, ocorre um desvio para um perfil inflamatoério, que poderia ser
decorrente da falha de mecanismos moduladores, capazes de regular a inflamacéo.

JA €& bem conhecido, que hormdnios da gestacdo como estrogeno e
progesterona sao produzidos pela placenta e exercem importante papel no
estabelecimento e manutencdo da gestacdo (Shin et al., 2018). Tanto estrégeno
guanto progesterona sado produzidos pelo trofoblasto placentario a partir de 6 a 8
semanas de gestacdo (Tulchinsky et al., 1972) e seu aumento durante a gestacéo
capacitam o Utero e a placenta a melhorar a vascularizacdo, transferir nutrientes e
suportar o desenvolvimento fetal (Pepe & Albrecht, 1999), além de regular a
adaptacdo cardiovascular pelo aumento do fluxo sanguineo durante a gravidez
(Chung & Leinwand, 2014). A progesterona é também importante na supressédo da
resposta imunologica materna aos antigenos fetais, prevenindo assim, a rejeicao do
trofoblasto e facilitando sua implantagdo no organismo materno (Walter et al., 2005).
Na gestacdo humana, a producdo de progesterona € produzida inicialmente pelo
corpo lateo, mas apOs 8 semanas de gestacdo aumenta gradualmente sendo
produzida principalmente pela placenta (Arck et al., 2007). A progesterona interage
com varios receptores celulares, tais como nucleares (PR), de membrana (mMPR) e
receptores para glicocorticoides (GR) presentes em células mononucleares do sangue
periférico, sendo seu principal efeito sobre células da resposta imune, mediado por
interacdo com receptores GR (Li et al., 2006; Dosiou et al., 2008; Engler et al., 2017;
Ugor et al., 2018).

Embora a suplementacéo de progesterona, na forma de caproato de 17-alfa-
hidroxiprogesterona seja empregada rotineiramente na prevencgéo de parto prematuro
recorrente (Meis, 2006; Merlob et al., 2012; Romero et al.,, 2014), estudos em
gestantes portadoras de PE sdo escassos e necessarios para se determinar a
seguranca de seu emprego nessa doenca. Ha relatos de que a progesterona pode
controlar a pressao sanguinea em mulheres com PE (Sammour et al., 1982) e reduzir

significativamente a incidéncia das manifestagcbes da doenca quando ministrada
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precocemente durante o primeiro trimestre da gestacdo (Schindler, 2010; Zainul
Rashid et al., 2014).

Varios estudos mostram que 0s niveis plasmaticos de progesterona estao
significativamente diminuidos em mulheres portadoras de PE em comparacdo a
gestantes normotensas (Kiprono et al., 2013; Shin et al., 2018; Wan et al., 2018; Zhang
et al., 2018), sugerindo que essa deficiéncia possa estar envolvida na patogénese da
PE. Embora haja relatos das propriedades imunorreguladoras da progesterona sobre
a resposta imune na gestacao (Shah et al., 2018), ndo se conhecem seus efeitos sobre
a PE.

O efeito modulador da progesterona foi descrito em modelo experimental de PE
em ratas, induzido por isquemia placentaria e em culturas de células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC) cultivadas com plasma de gestantes pré-eclampticas
ou de gestantes normotensas. O tratamento dos animais com progesterona atenuou
a hipertenséo arterial e a secrecéo de endotelina-1 induzidas por isquemia placentaria,
enquanto 0s niveis plasmaticos significativamente menores de progesterona,
detectados nas gestantes portadoras de PE estimularam a produc¢éo de endotelina-1
pelas células HUVEC. A suplementacdo de progesterona na cultura tratada com
plasma de gestantes pré-eclampticas diminuiu a secrecao de endotelina pelas células
endoteliais, demonstrando papel protetor desse hormoénio sobre ativacdo e disfuncao
endotelial na PE (Kiprono et al., 2013). Outros estudos in vitro e experimentais ainda
mostram importante papel da progesterona na diminuicdo da resposta inflamatéria
induzida por citocinas inflamatérias, que leva a alteracdes patoldgicas observadas na
PE (Keiser et al., 2009; Amaral et al., 2014; 2015).

Considerando que a intensa resposta inflamatoéria sistémica detectada na PE
estd associada a producdo de citocinas pro-inflamatérias e ativacdo do complexo
inflamassoma em mondcitos do sangue periférico, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar, em modelo in vitro, o efeito modulador anti-inflamatério da progesterona sobre
a expressao dos inflamassomas NLRP1, NLRP3 e sobre a via TLR4/MyD88/NF-kB
em mondcitos do sangue periférico de gestantes portadoras de PE e em linhagem

celular de mondécitos humanos THP-1.
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2. Material e Métodos
2.1. Casuistica

Foram estudadas 20 primigestas portadoras de PE e 20 primigestas
normotensas que realizaram a assisténcia ao parto na Maternidade do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. A idade gestacional dos
grupos estudados foi estabelecida pela data da ultima menstruacéo e confirmada por
exame ultra-sonografico precoce (< 20 semanas de gestacao).

Uma gestante foi considerada portadora de PE quando, sem antecedente de
hipertensao arterial, manifestou hipertensao arterial (= 140x90 mmHg) associada a
proteinuria (= 300 mg em urina coletada durante 24 horas), apos a 202 semana de
gestacdo (ACOG, 2019).

O tamanho amostral foi calculado, considerando-se a diferenca de médias entre
IL-18 para gestantes portadoras de pré-eclampsia, 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-13, 0
tamanho amostral foi de, no minimo 20 individuos no grupo.

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto
a finalidade da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo CAAE n°® 56533616.4.0000.5411).

2.2. Critérios de incluséao

- Gestantes com PE: gestacdo Unica, com idade gestacional entre 28 e 40
semanas, diagnéstico de PE e sem qualquer outra intercorréncia clinica ou obstétrica.
- Gestantes normotensas: gestacéo Unica, com idade gestacional entre 28 e 40

semanas e sem qualquer intercorréncia clinica ou obstétrica.

2.3. Dosagem de proteinuria

A proteinuria em urina de 24 horas foi quantificada por método colorimétrico, no
sistema de automagdo Technicon RAXT do Laboratorio de Analises Clinicas do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.
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2.4. Colheita de sangue

A colheita de sangue para determinacao de acido Urico e progesterona e para a
avaliagdo da expressdo de moléculas relacionadas aos inflamassomas, fator de
transcricdo NF-kB, receptor TLR4 e producéo de citocinas por mondcitos de gestantes
portadoras de PE foi feita no momento do diagnéstico da doenca e, a de gestantes
normotensas, no momento em que foram pareadas pela idade gestacional com as
gestantes pré-eclampticas. Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas por puncéo
venosa da veia antecubital e foram colocadas em tubo plastico estéril contendo 10
U/mL de EDTA (Becton Dickinson-BD Vacutainer; BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ). Apds centrifugacao por 10 min a 3000 g, o plasma obtido foi removido e aliquotas

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

2.5. Dosagem de acido urico e progesterona no plasma de gestantes

com pré-eclampsia e de gestantes normotensas

O acido urico foi determinado no plasma de gestantes portadoras de PE e de
gestantes normotensas por método enzimatico, no sistema de automacao Trinder
(Biotrol Diagnostic) do Laboratorio de Andlises Clinicas do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Os niveis plasmaticos de progesterona (PG) foram determinados pelo método
de quimiluminescéncia automatizada por microparticulas (Chemiluminescent
Microparticle Immunoassay, CMIA) com Architect Progesterone Reagent Kit, pelo
analisador Architect® i2000 (Abbott®, Santa Clara, California, USA). A sensibilidade
analitica é de 0,1 ng/mL, segundo descricao do kit. Os valores minimos e maximos
esperados para gestantes no terceiro trimestre (ap0s 24 semanas de gestacéo) séao,

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

2.6. Isolamento e cultura de monécitos

O sangue periférico obtido das gestantes foi colocado em tubo estéril contendo
EDTA (Greiner Bio-one, Americana - Brasil). As células mononucleares foram obtidas
por separacao em gradiente de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare Bio-Sciences,

Uppsala, Sweden), segundo a técnica descrita por Peracoli 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. Apos esses procedimentos, as células foram
ressuspendidas em meio de cultura RPMI para posterior contagem, utilizando-se o
corante Turk 5% (1:1). Apdés contagem, a concentragéo celular foi ajustada para 1x107
PBMCs/mL. Para a separagdo de mondcitos, foi utilizado o kit de Beads magnéticas
por selecdo negativa Pan Monocyte Isolation Kit, Human (Miltenyi Biotec, Germany)
segundo orientacdes do fabricante, em colunas MS (Miltenyi Biotec).

ApoOs separacao, os mondcitos obtidos foram contados com solucéo de Turk 5%
(1:1) e a concentracéo foi acertada conforme a quantidade de células necessaria para
cada método empregado.

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

A linhagem celular THP-1 (ATCC n°. TIB 202) foi obtida do acervo do Laboratério
de Tecnologia Recombinante (LATER) de Bio-Manguinhos, Fiocruz mantidos em
nitrogénio liquido (-196°C) por no méaximo 12 meses. As células foram descongeladas
de criotubos. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com PBS [137mM de
NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), 2.7mM KCI (Sigma-Aldrich), 10mM
Na2HPO4 (Merck) e 1.8mM KH2PO4 (Merck)] 1X pH 7.4. Para a manutencéo celular
foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), formulado com 0,2% (v/v)
de NaHCOs (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 cm? (Corning, Corning, NY - USA) a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 por 3
dias. A concentracao e viabilidade celular foram determinadas em hemocitdmetro por
microscopia optica (100x) utilizando-se a diluicdo de 1:50 em azul de tripan 0,4%
(Gibco/Thermo Fisher Scientific). No preparo das células para a realizacdo 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. Apos a quantificacéo, as células foram ressuspendidas na
concentracdo de 5x10° células/mL em RPMI 1640 suplementado com 10% (v/v) de

soro bovino fetal.
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2.8. Obtencdo dos sobrenadantes das culturas de mondcitos e de
células THP-1

Para avaliar a producéo de IL-1(3, IL-18, TNF-a e IL-10, mondcitos de gestantes
(5x10° mondcitos/mL) e as células THP-1 (5x10° células/mL), obtidos conforme
descrito nos itens 2.6 e 2.7, respectivamente, foram incubados a 37°C, em tensao de
5% de CO:2 por 18 h, na presenca ou auséncia de 50 pg/mL de MSU (Sigma-Aldrich)
ou 100 pg/mL de HA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) ou 1x10° mol/L de PG
(Sigma-Aldrich). As concentragbes de MSU e de HA foram previamente padronizadas
em culturas de mondcitos de mulheres saudaveis, ndo-gravidas e empregadas
conforme descrito em trabalhos anteriores do grupo (Matias et al., 2015; Romé&o-Veiga
et al., 2018). O sobrenadante obtido apds 18 h de cultivo foi aspirado, centrifugado a
600 g e distribuido em aliquotas, que foram conservadas a -80°C até o momento da

dosagem das citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA).

2.9. Determinacéo de p65NF-kB fosforilado

Para avaliar o efeito da progesterona (PG) sobre a ativacdo de p65NF-kB
fosforilado, mondécitos de gestantes pré-eclampticas e de normotensas (5x10°
células/ml) foram cultivados por 30 minutos na presenca ou auséncia de PG (1x10°
mol/L). Os mondcitos foram entdo submetidos & extracado nuclear utilizando-se Cell
Lysis Buffer 1x (Cell Signaling Technology, Danvers, MA — USA) com a adicdo de
PMSF (1 mM) por 5 min. ApGs esse periodo, o extrato foi centrifugado a 14000 g por
10 min e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C. A concentracéo total de
proteina nos extratos foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Para avaliar a ativacdo de NF-kB, foi empregado o PathScan Phospho-NF-kB
p65 (Ser536) Sandwich ELISA kit (Cell Signaling Technology), de acordo com as
instru¢des do fabricante. A concentracdo de p65NF-kB encontrada foi dividida pela
guantidade de proteina total presente nessas células e os resultados expressos em

Hg de p65-NF-kB/ug de proteina.
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2.10.Avaliacdo da expresséo de transcritos relacionados a inflamacéo

Os mondcitos de gestantes (5x10° mondcitos/mL) e as células THP-1 (5x10°
células/mL) foram cultivados na presenca ou auséncia de MSU, HA, e PG por 4 h nas
concentracfes ja citadas no item 2.8 e, posteriormente submetidos a analise da
expressdo, em nivel transcricional, dos genes que codificam as proteinas NLRP1,
NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB, IL-1p3, IL-18, TNF-a e IL-10. O RNA total
dos mondécitos e das células THP-1 foram extraidos por meio do sistema Total RNA
Purification Kit (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Canada), conforme protocolo do
fabricante. Apds a extracao, a fim de garantir a completa remocédo de DNA genémico,
1ug de RNA total foi incubado com DNAse | 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 sintese de
DNA complementar (cDNA) para execucdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
acoplada a transcricdo reversa (Reverse Transcription-coupled Polymerase Chain
Reaction — RT-PCR) foi realizada com 450 ng de RNA total por 60 pl de reacéo,
utilizando ImProm-II™ Reverse Transcription System, conforme protocolo do
fabricante.

A quantificacdo da expressdo génica de NLRP1, NLRP3, caspase-1, TLR4,
MyD88, NF-kB, IL-1p3, IL-18, TNF-a e IL-10 foi efetuada por meio da técnica de reacéo
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 juncdo éxon-
exon. Iniciadores presentes em tal juncéo garantem a pureza da reacao, ou seja, a
auséncia de qualquer DNA gendmico que possa contamina-la. As sequéncias dos

iniciadores utilizadas no presente estudo estédo detalhadas no Quadro 1.
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Quadro 1. Sequéncias dos iniciadores para a analise da expressao dos genes NRLP1, NLRP3, CASP1, TLR4,
MYD88, NFKB1, IL1B, IL18, TNF e IL10 em estudo por gPCR.

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) (B01)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782) NM_002046.4

2.11.Andlise da expressédo de TLR4, NF-kB e IkBa por meio da técnicade

citometria de fluxo

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

foram cultivados na presenca ou auséncia de MSU, HA e PG por 30 minutos, nas

mesmas concentracdes ja citadas no item 2.8, para analise da expressao dos fatores

intra-citoplasméaticos NF-kB e IkBa e, por 18 horas para a analise do receptor de

superficie TLR4. A concentracdo celular foi ajustada para 2x10° células/mL e as

células distribuidas em tubos Falcon para citdmetro (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. Apés centrifugacao,

as células foram lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de azida soédica 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 incubacdo com anticorpos marcados com fluorocromos especificos contra as

proteinas intracelulares NF-kB (PE-Cy7) e IkBa (Alexa FLuor 647), por 30 min, no

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

com anticorpos isotipicos especificos para cada fluorocromo (Alexa FLuor 488, PE,

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

FACSCanto™ (BD) usando programa “FlowJo” (FlowJo Enterprises, Ashland, OR,
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USA) para adquirir e analisar multiparametros celulares. Foi padronizada a aquisi¢ao
de 30.000 eventos por amostra, sendo otimizada a populacdo de interesse,
estabelecendo-se gate (janela) com base em parametros de tamanho (FSC) e
granularidade (SSC) ou fluorescéncia (FL) de CD14. A partir desse gate, estabelecido
nos monacitos positivos para CD14, a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de
TLR4, NF-kB e IkBa foi avaliada.

2.12.Determinacao de citocinas pelatécnica de ELISA

Para quantificacdo das citocinas IL-1(3, IL-18, TNF-a e IL-10 nos sobrenadantes
de cultura de mondcitos e cultura de células THP-1, foi empregado ensaio
imunoenzimético (ELISA), utilizando-se kits comerciais especificos (R&D Systems).

Nos ensaios, as concentragdes dos anticorpos monoclonais e policlonais, bem
como das citocinas recombinantes especificas, utilizadas nas curvas-padrdo, foram
recomendadas pelo fabricante. O limite de sensibilidade dos kits foi de 1,0 pg/ml para
IL-18, 5,15 pg/ml para IL-18, 4,0 pg/ml para TNF-a e 3,9 pg/ml para IL-10.

2.13. Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados empregando-se testes paramétricos ou nao-
paramétricos, segundo o programa estatistico PRISM, (Graph Prism, versao 6.01,
GraphPad, CA, EUA). A avaliacdo das caracteristicas clinicas e dosagens plasmaticas
das gestantes portadoras de PE e de normotensas foram realizadas pelo teste de U
de Mann-Whitney. A comparacgao dos resultados de expresséo génica e proteica de
monaocitos submetidos a diferentes tratamentos foi realizada pelo teste de Kruskal-
Walllis, seguido de comparacGes multiplas pelo teste de Dunn. A andlise dos
resultados obtidos das células THP-1 foi realizada por analise de variancia (ANOVA),
seguida de comparacoes multiplas pelo teste de Tukey. O nivel de significancia

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

3.1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados

A analise das caracteristicas clinicas e laboratoriais das gestantes portadoras de

PE e das normotensas mostrou ndo haver diferenca estatistica entre 0os grupos

avaliados, com relagéo aos parametros de idade e idade gestacional (Tabela 1). No

entanto, os valores da pressao arterial sistolica e diastolica, bem como os niveis de

proteindria e acido urico foram significativamente maiores (p<0,05) no grupo de

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

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

gestantes portadoras de PE em comparagdo com as normotensas.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de gestantes portadoras de pré-eclampsia e de gestantes

normotensas.
Gestantes portadoras Gestantes
Caracteristicas de pré-eclampsia normotensas
(n =20) (n =20)

Idade (anos) 26 (14 - 43) 25 (18 —38)
Idade gestacional (semanas) 35 (24 - 40) 34 (23 -39)
Presséo arterial sistélica (mmHg) 1607(140 — 200) 105 (95 - 110)
Presséo arterial diastdlica (mmHQ) 110°(90 — 120) 65 (60 — 70)
Proteindria (mg/urina 24h) 3105" (300 — 19800) <300
Acido drico (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 estéo expressos em mediana, com os valores minimo e maximo entre parénteses. * (p < 0,05) vs

gestantes normotensas (teste U de Mann-Whitney).

3.2. Expressao génica de mondcitos de gestantes portadoras de PE e

de gestantes normotensas

Realizou-se a quantificacdo relativa da expressdo dos genes para NLRP1,
NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB, TNF-qa, IL-183, IL-18 e IL-10 em mondcitos

de 20 gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas, estimulados ou nao

com MSU ou HA e tratados ou ndo com PG.

A expresséao génica basal de NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB,

IL-1B, IL-18 e TNF-a (Figura 1A-1) foi significativamente maior em mondcitos de

64



gestantes com PE quando comparados com o grupo de normotensas. O tratamento
com MSU e HA aumentou a expressao de todos os genes estudados, exceto IL-10,
em mondcitos de PE em comparacao com as culturas Co e tratadas com PG. O cultivo
de mondcitos com PG, por sua vez, diminuiu a expressao desses genes no grupo PE
(Figura 1A-1). Nao houve diferenca significativa na expressao dos genes relacionados
aos inflamassomas e citocinas inflamatdrias em mondcitos de gestantes normotensas
estimulados com as DAMPs ou tratados com PG. Contudo, o estimulo com MSU e HA
induziu maior expressao génica de TLR4, MyD88 e NF-kB no grupo de normotensas
(Figura 1D-F).

Quanto a expressao do gene que codifica a citocina anti-inflamatéria 1L-10,
monaocitos de gestantes pré-eclampticas apresentaram menor expressdo enddégena
guando comparada com a de gestantes normotensas (Figura 1J). O cultivo de
mondcitos de gestantes com PE na presenca de MSU ou HA diminuiu a expresséao do
gene da IL-10, enquanto o tratamento dessas células com PG levou ao seu aumento.
Mondcitos do grupo de normotensas, quando cultivados com MSU, mostraram menor
expressao génica de IL-10 em comparacao a cultura controle (Co). O tratamento com

HA e com PG néo alterou a expresséao de IL-10 nesse grupo de gestantes (Figura 1J).
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Figura 3. Expresséo génica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-kB (F), IL-18
(G), IL-18 (H), TNF-a (1) e IL-10 (J) em mondcitos de 20 gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE) e 20 gestantes
normotensas (NT), cultivados na presenca ou auséncia de urato monossédico (MSU), hialurona (HA) ou
progesterona (PG). Resultados foram expressos em mediana de unidades arbitrarias (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. Determinacdo de citocinas em sobrenadante de cultura de
mondcitos de gestantes portadoras de PE e de gestantes

normotensas

A producdo das citocinas IL-13, IL-18, TNF-a e IL-10 por mondcitos de 20
gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas, estimulados ou ndo com
MSU ou HA e tratados com PG esta representada na Figura 2.

Observou-se concentracdo basal de IL-1B, IL-18 e TNF-a produzida por
mondcitos de gestantes portadoras de PE significativamente mais elevada em relacéo
ao grupo de normotensas (Figura 2A-C), enquanto a concentracdo de IL-10 foi menor

(Figura 2D).
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Os niveis proteicos de IL-13 e IL-18 apresentaram aumento devido a adicdo de
MSU e HA na cultura de mondécitos de gestantes portadoras de PE. J& o tratamento
com PG diminuiu esses niveis. Mondcitos de gestantes normotensas produziram
maior quantidade de IL-1B quando estimulados com MSU e HA (Figura 2A).

O estimulo com MSU acentuou os niveis proteicos de TNF-a em relagéo a
producéo enddgena (Co) no grupo PE. No entanto, a adicdo de HA a cultura nao foi
capaz de causar aumento significativo (Figura 2C). O tratamento com PG, por sua
vez, diminuiu a producédo de TNF-a nas pacientes com PE (Figuras 2C). Em relacéo
ao grupo de normotensas, mondcitos dessas gestantes produziram maiores niveis de
TNF-a quando estimulados com MSU e HA (Figura 2C).

E possivel observar que a producédo de IL-10 ndo apresentou alteracdo com a
adicdo de MSU, HA ou PG nas culturas de mondcitos de gestantes com PE e de

gestantes normotensas (Figura 2D).
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Figura 4. Producéo IL-1B (A), IL-18 (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) por mondcitos de 20 gestantes com pré-eclampsia
(PE) e de 20 gestantes normotensas (NT), cultivados na presenga ou auséncia de urato monossédico (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; o p<0.05 vs. NT Co (Teste de Kruskal-Wallis).

67



3.4. Anélise da expressdo do receptor TLR4 e dos fatores intra-
citoplasmaticos NF-kB e IkBa em mondcitos de gestantes portadoras

de PE e de gestantes normotensas

A analise por citometria de fluxo mostrou que mondcitos de gestantes portadoras
de PE apresentaram maior expressao endogena de TLR4 e NF-kB e menor expressao
de IkBa quando comparada ao grupo de gestantes normotensas (Figura 3A-C).

O cultivo de monécitos de gestantes pré-eclampticas com MSU e HA néo
aumentou a expressdo de TLR4 pelas células. No entanto, o tratamento com PG
diminuiu seu nivel (Figura 3A). Em relacdo ao grupo das gestantes normotensas,
monaocitos cultivados na presenca de MSU e HA apresentaram maior expressao de
TLR4 em relagéo as culturas controle (Co) e tratadas com PG (Figura 3A).

O nivel proteico de NF-kB apresentou aumento devido a adicdo de MSU e HA
na cultura de mondcitos de gestantes portadoras de PE, enquanto o tratamento com
PG diminuiu esses niveis (Figura 3B).

Mondécitos de gestantes com PE cultivados na presenca de MSU e HA
apresentaram diminuigdo da expressdo de IkBa, enquanto o tratamento com PG
causou aumento desse fator. Mondcitos de gestantes normotensas também
expressaram menores quantidades de IkBa quando estimulados com MSU e HA
(Figura 3C).
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Figura 5. Expressdo do receptor de superficie TLR4 e dos fatores intra-citoplasmaticos NF-kB e IkBa em
mondcitos de 20 gestantes com pré-eclampsia (PE) e de 20 gestantes normotensas (NT), cultivados na presenga
ou auséncia de urato monossaédico (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; m p<0.05 vs. PE PG e NT Co (Teste de Kruskal-Wallis).

3.5. Determinacdo de NF-kB fosforilado em mondcitos de gestantes

portadoras de PE e de gestantes normotensas

Mondcitos de gestantes portadoras de PE e de normotensas, tratados ou nao
com PG, foram avaliados quanto ao nivel proteico de NF-kB fosforilado.

Observa-se maior concentracao endégena de NF-kB fosforilado em mondcitos
de gestantes portadoras de PE do que em gestantes normotensas. Além disso,
monaocitos de gestantes pré-eclampticas apresentaram menores niveis de NF-kB
fosforilado apos tratamento com PG. N&o houve diferenca significativa entre os

tratamentos dos monaocitos no grupo das gestantes normotensas (Figura 4).
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Figura 6. Atividade do NF-kB fosforilado em mondcitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE) e de
gestantes normotensas (NT). Mondcitos das gestantes foram cultivados na auséncia (Co) ou na presenca de
progesterona (PG). Os resultados foram expressos em mediana. * p<0.05 vs. PE PG e NT Co.

3.6. Expressao génica de células THP-1

Realizou-se a quantificacdo relativa da expressao dos genes para NLRP1,
NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB, TNF-a, IL-1B, IL-18 e IL-10 em células
THP-1 estimuladas ou ndo com MSU e HA e tratadas com PG.

O cultivo de THP-1 na presenca de MSU e HA aumentou a expressao génica de
NLRP1, NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB, IL-1(3, IL-18 e TNF-q, e diminuiu a
expressdo de IL-10 quando comparado com as culturas Co e MSU+PG/HA+PG
(Figuras 5 e 6). A adicdo de PG as culturas estimuladas com MSU e HA diminuiu a
expressdo dos genes inflamatérios e aumentou a expresséao de IL-10 (Figura 5J) e HA
(Figura 6J).
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Figura 7. Expressao génica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-kB (F), IL-1B
(G), IL-18 (H), TNF-a (I) e IL-10 (J) em células THP-1 cultivadas na presenga ou auséncia de MSU e/ou PG.
Resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e desvio padrdo em
unidades arbitrarias (a.u.). * p<0.05 vs. Co e MSU+PG (ANOVA).
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Figura 8. Expresséo génica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-kB (F), IL-18
(G), IL-18 (H), TNF-a (I.) e IL-10 (J) em células THP-1 cultivadas na presenga ou auséncia de HA e/ou PG.
Resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e desvio padrdo em
unidades arbitrarias (a.u.). * p<0.05 vs. Co e HA+PG; # p<0.05 vs. HA+PG (ANOVA).

3.7. Determinacédo de citocinas em sobrenadante de cultura de células
THP-1

Foi determinada a producédo das citocinas IL-13, IL-18, TNF-a e IL-10 por
linhagem de células THP-1, estimuladas ou ndo com MSU ou HA e tratadas com PG.
O estimulo com MSU e HA aumentou os niveis proteicos de IL-1j3, IL-18 e TNF-
a em relacdo as culturas Co e tratadas com HA+PG (Figuras 7A-C e 8A-C). O
tratamento das células com MSU, HA e PG néo alterou a produgéo de IL-10 nas

células THP-1 (Figuras 7D e 8D).
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Figura 9. Produgéo e IL-1B (A), IL-18 (B), TNF-a (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 padrdo. * p<0.05 vs. Co e MSU+PG (ANOVA).
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Figura 10. Producéo e IL-1B (A), IL-18 (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) por células THP-1 estimuladas com HA e tral
com progesterona (PG). Os resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em n
e desvio padréo. * p<0.05 vs. Co e HA+PG (ANOVA).

4. Discussao

Recentes avancos na literatura tém sugerido que a inflamagéo sistémica cronica
e intensa, observada na PE, ocorre na auséncia de infeccdo microbiana e pode ser
considerada inflamacdo estéril (Nadeau-Vallée et al., 2016). Esta relacionada a
liberacdo de fatores end6genos decorrentes de injaria e morte celular pela placenta,
conhecidos como DAMPs ou alarminas com potencial efeito modulador sobre a
resposta imune, dirigindo-a para um perfil pré-inflamatério. Assim, 0os mecanismos
inflamatorios desencadeados na PE s&o distintos dos observados na gestacdo normal
e contribuem para a fisiopatologia dessa doenca.

Ativagcdo endogena de inflamassomas e de receptores TLR4 em monacitos de
gestantes portadoras de PE tem sido descrita na PE associada a producdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1B, IL-12, IL-18 e TNF-a e a presenga de

concentracgdes elevadas de DAMPs como acido urico, hialurona, HMGB1 e Hsp70 no
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plasma dessas gestantes (Kim et al., 2005; Medeiros et al., 2014; Matias et al., 2015;
Romao-Veiga et al.,, 2018). Cristais de &cido urico e hialurona s&do potenciais
ativadores dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3; entretanto, 0os mecanismos
envolvidos nessa ativacdo ndo sdo bem conhecidos, assim como estudos
empregando agentes moduladores capazes de regular essa atividade sao escassos.

No presente estudo avaliamos o efeito imunomodulador da progesterona,
importante hormonio da gestacédo, sobre a expressdo dos inflamassomas NLRP1,
NLRP3 e a via de sinalizacdo TLR4/MyD88/NF-kB em mondcitos do sangue periférico
obtidos de gestantes portadoras de PE. Além disso, a concentracdo de PG foi
determinada no plasma de gestantes pré-eclampticas e de normotensas.

A comparacédo entre gestantes portadoras de PE e NT mostrou concentracdes
significativamente mais elevadas de &cido Urico e de hialurona no plasma de
gestantes pré-eclampticas, corroborando com resultados obtidos anteriormente em
nosso laboratorio (Matias et al., 2015; Romé&o-Veiga et al., 2018), enquanto os niveis
de PG estavam diminuidos. A menor concentracdo plasmatica desse horménio esta
em acordo com resultados anteriores da literatura, mostrando reducéo dos niveis de
PG tanto no plasma (Kiprono et al., 2013; Zhang et al., 2018) como no plasma e
placenta de gestantes pré-eclampticas (Shin et al., 2018; Wan et al., 2018) e sugerem
que essa deficiéncia de PG possa estar envolvida na patogénese da PE.

Os resultados do presente trabalho mostram que mondcitos de gestantes
portadoras de PE apresentam maior expressdo génica basal ou enddégena dos
receptores NLRP1, NLRP3 e de caspase-1, da via TLR4/MyD88/NF-kB, de IL-1p3, IL-
18 e TNF-a em relagéo as gestantes normotensas, sugerindo a participagédo das vias
do inflamassoma e de TLR4 na inflamacao sistémica que caracteriza a PE. A via de
sinalizacao do receptor TLR4 é uma das mais importantes na inducdo da resposta
inflamatdria sistémica que contribui para a patogénese da PE (Abrahams et al., 2005).
O tratamento dos mondcitos com PG mostrou o efeito imunomodulador desse
hormonio sobre a ativagdo enddgena dessas células, diminuindo a expressao génica
dos componentes dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e da via inflamatoria
TLR4/MyD88/NF-kB no grupo de gestantes pré-eclampticas. Além disso, a PG
também reduziu os niveis de IL-13, IL-18 e TNF-a produzidos por mondcitos de
gestantes pré-eclampticas e a expresséo proteica de TLR4 e NF-kB, ao passo que

aumentou a de IkBa no grupo PE.
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O efeito modulador da PG sobre a ativagdo de inflamassomas ainda é pouco
estudado e ndo ha relatos na literatura reportando seu efeito modulador sobre
inflamassomas em gestantes portadoras de PE. Flores-Espinosa et al. (2014)
mostraram que esse hormoénio diminuiu a sintese e expresséo de TLR4 e MyD88 e
inibiu a secrecao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-q, IL-6 e IL-8 em culturas
de epitélio amniético humano estimulado com lipopolissacaride. Evidéncias
experimentais sobre os possiveis mecanismos pelos quais a PG pode modular TLR4
indicam que esse hormonio inibe a resposta imune inata mediada por TLR4 em
macréfagos por meio da supressao da ativacdo de NF-kB (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 expressdo de RNAmM de TLRA4,
MyD88 e NF-kB e a producdo de IL-6 e TNF-a por essas células. Esse horménio,
administrado em modelo de ratos com isquemia transitéria local, 24 h apdés o inicio da
isquemia, reduziu a expressao de RNAm dos inflamassomas NLRC4 e AIM2 induzida
por hipoxia e diminuiu os niveis proteicos de ASC e NLRP3. As concentracdes de IL-
18, IL18 e TNF-a também foram reduzidas por esse horménio esteroide. Além disso,
foi demonstrado que a PG reduz a expresséo de componentes do inflamassoma como
ASC (Lammerding et al., 2016).

O estimulo de monécitos com MSU e HA de baixo peso molecular induziu maior
expressao dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 nas células de gestantes portadoras
de PE, mostrando que essas DAMPs sdo capazes de ativar esse complexo molecular
e atuar na liberacdo de citocinas inflamatorias. Esses resultados confirmam dados
obtidos anteriormente por nosso grupo e mostram que alarminas como cristais de
acido urico e HA de baixo peso molecular, originada da degradacdo do acido
hialurdnico, tém papel inflamatério na PE (Matias et al., 2015; Romao-Veiga et al.,
2018). Considerando que niveis elevados de HA de baixo peso molecular estao
presentes no plasma de gestantes portadoras de PE (Naruse et al., 2012; Roméo et
al., 2014; Romao-Veiga et al., 2018), é possivel que essa DAMP induza a resposta
pré-inflamatoéria na PE pela interagdo com receptores TLR2 e TLR4 (Scheibner et al.,
2006; Ruppert et al., 2014) e ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Yamasaki et al.,
2009). Fragmentos de hialurona de baixo peso molecular interagem com receptores

TLR, mediando a fosforilagdo de MAPK, a translocacdo de NF-kB para o ndcleo e a
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producdo de TNF-a (Jiang et al., 2011).

Foi observada maior atividade de NF-kB fosforilado em mondcitos de gestantes
com PE em comparacdo com gestantes normotensas e diminuicdo dessa atividade
apos tratamento com PG. Complementando esses resultados, a ativacdo de NF-kB
esteve associada a maior expressdo do receptor TLR4 e de IkBa, proteina inibidora
da via de NF-kB, em mondcitos de gestantes portadoras de PE. O estimulo com MSU
e HA induziu aumento da ativacdo de NF-kB e diminuiu a de IkBa, enquanto o
tratamento com PG exerceu o efeito contrario. Esses resultados confirmam os obtidos
anteriormente em nosso laboratorio mostrando que a atividade endégena de p65NF-
kKB, 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 saudaveis nao gravidas (Giorgi et al., 2012).

A ativacdo de NF-kB induzida por acido urico € observada em diversas doencas.
O &cido urico induz a inflamacéo renal na nefropatia gotosa via ativacdo de NF-«kB
(Zhou et al., 2012; Lu et al., 2015), assim como ativa vias inflamatérias por meio da
ativacdo de NF-kB em células da musculatura lisa vascular de ratos (Kanellis et al.,
2003; Lu et al.,, 2015). Cai et al. (2017) observaram que, ap0s o tratamento de
HUVECs com &cido Urico, houve diminuicdo do NF-kB citoplasmatico, ou seja, tal fator
de transcricdo nuclear foi ativado, bem como os sinais inflamatérios em células
endoteliais. Dieta rica em &cido Urico aciona a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias e a ativacdo da via do NF-kB no hipotalamo. Dados experimentais e
clinicos indicam que a inflamacdo hipotalamica mediada pelo NF-kB pode estar
implicada na patogénese de desordens metabdlicas induzidas pelo acido urico (Lu et
al., 2015).

Segundo Spiga et al. (2017), a exposicao de células HepG2 (linhagem celular de
hepatoma humano bem-diferenciado) ao acido Urico resultou na ativacao da via de
sinalizacao IkB quinase/lIkBa/NF-kB. O tratamento de células HepG2 com acido urico
ocasionou a fosforilagdo dose-dependente de IKK, IkBa e da subunidade p65 do NF-
KB. Foi observado ainda que, tanto in vivo quanto in vitro, a hiperuricemia pode induzir
a expressao de moléculas inflamatérias hepaticas por meio da ativacéo da cascata de
sinalizacdo proé-inflamatéria NF-kB (Spiga et al., 2017).

Os resultados do presente estudo mostram que a ativacdo endogena dos

inflamassomas, bem como a via TLR4/MyD88/NF-kB néo se encontra ativada nos
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mondcitos de gestantes normotensas e o estimulo com MSU ou HA induziu apenas a
expressdo de TLR4 e de NF-kB nas células dessas gestantes. A expressdo génica
endogena de IL-10 por mondcitos de gestantes portadoras de PE apresentou-se
significativamente diminuida em comparacdo as gestantes normotensas e o
tratamento das células com PG induziu aumento da expressdo de RNAm dessa
citocina nas células de gestantes pré-eclampticas, mas ndo alterou a expresséo ja
aumentada de IL-10 nas gestantes normotensas. O predominio da producédo da
citocina anti-inflamatéria IL-10 sobre as citocinas inflamatorias IL-1B € TNF-a por
mondcitos na gestacdo normal tem sido descrita (Cristofalo et al., 2013) e parece ter
a funcdo de minimizar os efeitos deletérios de uma resposta inflamatéria excessiva,
beneficiando o desenvolvimento fetal. Na PE essa regulacdo estd prejudicada,
observando-se diminuicdo de IL-10 e aumento de TNF-q, IL-1B e IL-12 (Medeiros et
al., 2014; Roméao-Veiga et al., 2018).

A concentracgdo plasmatica 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-inflamatério com predominancia de
subpopulacdes de linfécitos Th2 e T reguladores nessas gestantes, enquanto na PE
ocorre o desvio para perfil inflamatério Thl e Th1l7, com valores aumentados de IFN-
Y, IL-6 e IL-17 e diminuidos de IL-10 e TGF-B1 (Ribeiro et al., 2017). Assim, a
adaptacdo materna a gestacao requer interacdo controlada e harménica entre as
imunidades inata e adaptativa para permitir o crescimento e o desenvolvimento
normais do feto (van Rign et al., 2008).

A ativacdo da via dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3, bem como a via
TLR4/MyD88 e das citocinas inflamatérias foi reproduzida em linhagem de mondcitos
humanos THP-1, estimuladas por MSU e HA. Essas apresentaram perfil de resposta
imune semelhante as culturas de mondcitos de gestantes portadoras de PE. Os
resultados obtidos do estimulo das células com MSU estdo em acordo com os de
Martinon et al. (2006), demonstrando que MSU induz aumento na expressao génica
de NLRP3 e caspase-1 nessa linhagem de monécitos humanos. Quando as células
THP-1 foram estimuladas com MSU ou HA e tratadas com PG observou-se que a PG
inibiu a ativacdo das vias do inflamassoma e do eixo TLR4/MyD88/NF-kB, reduzindo
a expressao génica das citocinas inflamatdrias e aumentando a expressao de IL-10.

Esses efeitos imunomoduladores da PG também foram observados ap6s o tratamento
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de mondcitos de gestantes portadoras de PE e confirmam o papel anti-inflamatorio da
PG sobre células da imunidade inata. Estudo recente avaliou efeitos da PG sobre a
sintese de citocinas pro e anti-inflamatorias por células mononucleares isoladas de
sangue placentario de gestantes normais e estimuladas com LPS, com o objetivo de
simular um ambiente inflamatério causada por infeccao bacteriana. As células foram
cultivadas na presenca ou auséncia de LPS e PG. O tratamento com PG induziu niveis
elevados de IL-10 e diminuiu a secrecdo de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a nas células
estimuladas com LPS, sugerindo que a PG pode modular a resposta imune nessas
células e limitar os efeitos citotoxicos associados a infecccdo intrauterina (Preciado
Martinez et al., 2018).

Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho confirmam o estado de
ativacdo endogena das vias TLR4/MyD88/NF-kB e dos inflamassomas NLRP1/NLRP3
em monadcitos de gestantes portadoras de PE. Além disso, mostram que a PG é capaz
de modular a inflamacéo estéril presente nessas células. A ativagdo de mondcitos pelo
MSU e HA, bem como a modulacéo pela PG foi confirmada por meio dos resultados
obtidos das culturas de células THP-1, as quais obtiveram perfil de resposta imune
semelhante as culturas de mondcitos de gestantes portadoras de PE.

Portanto, o emprego de horménios com ag¢do imunomoduladora como a
progesterona, para tratamento in vitro de mondcitos de gestantes pré-eclampticas,
permitira melhor conhecimento dos processos envolvidos na inflamacao sistémica da
PE e possivelmente propor formas alternativas para o tratamento dessa importante

sindrome da gestacéo.
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Resumo

A vitamina D (VD) é um horménio esteroide essencial para manutencdo da
fisiologia osteomineral e metabolismo do calcio. Estudos recentes mostram seu
envolvimento na homeostase sistémica e na regulacdo de processos imuno-
inflamatoérios dos sistemas imunes inato e adaptativo. A pré-eclampsia (PE) é uma
complicacdo grave da gestacdo e estd associada com ativagdo sistémica de
monaocitos e geracao de resposta inflamatéria intensa, detectada por valores séricos
elevados de citocinas inflamatorias. O presente trabalho avaliou, in vitro, o efeito
imunomodulador da VD sobre as vias de sinalizagdo dos inflamassomas
NLRP1/NLRP3 e de TRL4/MyD88/NF-kB em mondcitos de gestantes portadoras de
PE e em linhagem celular de monécitos humanos THP-1. Mondcitos obtidos do
sangue periférico de 20 gestantes com PE, 20 gestantes normotensas e células THP-
1 foram cultivados na presenca ou auséncia de urato monossédico (MSU), hialurona
(HA) e vitamina D3 (VD) por diferentes periodos: a) por 30 min para determinagéo da
fosforilacdo de NF-kB e para expressao dos fatores intra-citoplasmaticos NF-kB e IkBa
por citometria de fluxo, b) por 4h para a expressao génica de TLR4, MYD88, NFKB1,
NLRP1, NLRP3, CASP1, IL1B, IL18, TNF e IL10 analisada por RT-gPCR e c) por 18h
para a determinacédo da concentracao das citocinas IL-1p, IL-18, TNF-a e IL-10 por
ELISA e para expressao do receptor de superficie TLR4 por citometria de fluxo. Foram
determinados os niveis plasmaticos de &cido urico e VD em gestantes pré-eclampticas
e normotensas. Os resultados foram analisados por meio de testes paramétricos e
nao-paramétricos com nivel de significancia de 5%. Os niveis plasmaticos de VD
foram significativamente menores, enquanto os de &cido Urico foram maiores em
gestantes com PE quando comparados com os de gestantes normotensas. Mondcitos
de gestantes pré-eclampticas apresentaram expressao génica basal ou endégena de
NLRP1, NLRP3, Caspase-l1, TLR4, MyD88, NF-kB, IL-1B, IL-18 e TNF-a
significativamente maior quando comparada com o grupo de normotensas. Tanto a
expressdo génica como a proteica das citocinas inflamatérias IL-1B, IL-18 e TNF-a
foram significativamente maiores nas gestantes com PE do que nas normotensas,
enquanto a expressao de IL-10 foi maior no grupo de normotensas. O tratamento das
células com VD mostrou que esse hormodnio regula negativamente a ativagcao
endogena dos mondcitos das gestantes pré-eclampticas por diminuir a ativacdo das

vias dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e do eixo de sinalizagdo TLR4/MyD88/NF-kB,
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bem como a producéo de citocinas inflamatorias como IL-13, IL-18 e TNF-a por essas
células. A maior atividade basal de NF-kB fosforilado observada em mondcitos de
gestantes com PE apresentou-se menor apés o tratamento dessas células com VD.
No grupo PE, os estimulos com MSU e HA aumentaram a expresséo de TLR4 e NF-
kKB e diminuiram a de IkBa, enquanto o tratamento com VD teve efeito contrario. Os
resultados do efeito imunomodulador da vitamina D3 sobre a ativacdo endégena dos
monocitos 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 a diminuicdo da expressédo dos genes
inflamatorios nas células THP-1, mostrando o efeito regulador da vitamina D3 sobre a
hiperativacdo das vias dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e do eixo
TLR4/MyD88/NF-kB induzida por MSU e HA. Esses resultados sugerem que a VD
pode desempenhar papel importante na regulacdo da resposta inflamatéria

exacerbada na PE.

Palavras-chave: mondcitos, pré-eclampsia, urato monossoédico, hialurona, NF-kB,
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-kB 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-kB phosphorylated and
for expression of NF-kB and IkBa 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 gPCR and c) for 18 h to
determine the concentration of IL-1B3, IL-18, TNF-a 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-kB, IL-1B, IL-18 and TNF-a
significantly higher when compared to the normotensive group. Both the gene
and protein expression of the inflammatory cytokines IL-1B, IL-18 and TNF-a
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-kB signaling axis, as well as production of inflammatory
cytokines such as IL-1B3, IL-18 and TNF-a by these cells. The highest basal
activity of phosphorylated NF-kB 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-kB and decreased that
of IkBa, 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-kB 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-kB,
NLRP1/NLRP3 inflammasomes, vitamin D.

92



1. Introducéo

A vitamina D (VD) € um pré-horménio pertencente a categoria do grupo de
vitaminas lipossolluveis, essencial para manutencdo do esqueleto e absorcdo de
célcio. E sintetizada in vivo, na pele, quando a radiac&o 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 producdo endogena seja estimada em 90% do
total de vitamina D em individuos saudaveis, uma pequena fonte de vitamina D é
proveniente da ingestdo e suplementacao dietética (Holick et al., 2011; Awada et al.,
2014; Fuleihan et al., 2015). Suas principais formas s&o vitamina D2 (ergocalciferol) e
vitamina D3 (colicalciferol) (Norman et al., 2007).

A forma ativa da vitamina D (1,25-(OH)2Ds3) regula a transcricdo de um numero
expressivo de genes, que codificam proteinas transportadoras de célcio e proteinas
da matriz 6ssea, estando envolvida em processos biologicos, tais como metabolismo
0sseo, modulacéo da resposta imune e regulacao da proliferacéo e da diferenciacéo
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 tolerogénico, particularmente por suas atividades reguladoras
sobre a resposta inflamatéria (Aranow, 2011; Prietl et al., 2013). Durante a gestacao
normal, a vitamina D € produzida por células trofoblasticas placentarias e da decidua
humana, sendo responsavel por um papel anti-inflamatério em varios 6rgéaos,
incluindo a placenta. Sendo assim, sugere-se que a deficiéncia de vitamina D pode
contribuir para o desenvolvimento da pré-eclampsia (PE) devido a falta de controle da
inflamacé&o nessa patologia (Xu et al., 2014).

A PE é a complicacdo mais comum e séria conhecida na gestacdo (Rahimi et
al., 2018a). Esta sindrome da gravidez ocorre em 5 a 7% das gestacbes e esta
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 202
semana de gestacédo, apresenta ou ndo proteinuria superior ou igual a 300 mg/exame
urina 24h associada as manifestacdes clinicas graves como valor de presséao arterial
sistélica maior ou igual a 160 mmHg ou presséao arterial diastélica maior ou igual a 110
mmHg, insuficiéncia renal, comprometimento hepatico, altera¢cdes neuroldgicas ou

hematolégicas e edema pulmonar na auséncia de proteindria. (Tranquilli et al., 2014,
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ACOG, 2019).

A PE caracteriza-se por uma reacdo inflamatoria sistémica exacerbada
(Borzychowski et al., 2006) e por ativacéo de células inflamatorias, como mondcitos,
granuldcitos e células endoteliais (Redman et al., 1999; Borzychowski et al., 2006),
producdo excessiva de citocinas pré-inflamatérias, como Interleucina-1 beta (IL-1B),
IL-6 e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) (Redman & Sargent, 2003; Luppi &
Deloia, 2006; Peracoli et al., 2007), bem como alteracbes na producdo de citocinas
reguladoras, como IL-10, importante fator regulador da resposta inflamatéria
(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 niveis de pressao sanguinea por meio da
homeostase do célcio e da imunomodulacdo da inflamacdo e imunidade. Alguns
estudos relatam deficiéncia 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 associacao entre essa deficiéncia e o risco de desenvolvimento de
PE (Bodnar et al., 2014; Baca et al., 2016; Serrano-Diaz et al., 2018), sugerindo que
a suplementacdo com vitamina D pode proteger o organismo materno por sua
influéncia sobre a fungéo vascular e modulagcéo da resposta imune (Hypponen et al.,
2013; Skrobot et al., 2018).

A intensa resposta inflamatéria sistémica observada na PE esta relacionada com
a liberacdo de substancias capazes de induzir inflamacdo por meio da ativacdo de
células da imunidade inata e adaptativa (Redman & Sargent, 2004, Ribeiro et al.,
2017). Essas substancias sdo representadas por produtos endégenos celulares
liberados durante lesdo tecidual e denominados “sinais de perigo” ou padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPs) (Kim et al., 2005), as quais podem estar
presentes no plasma das gestantes. As DAMPs podem ser moléculas como &cido
arico, reativos intermediarios do oxigénio, proteinas de choque térmico (Asea et al.,
2002), proteinas 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, Said-Sadier &
Ojcius, 2012).

DAMPs como acido arico e hialurona podem se ligar aos receptores de

reconhecimento de padrdo (PRRs) expressos em células da imunidade inata. Esses

94



receptores séo considerados componentes centrais do sistema imune inato e estédo
envolvidos na resposta inflamatéria de mondcitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al.,
2008). Os principais sao os receptores semelhantes ao Toll (TLRs), que reconhecem
e ligam DAMPs (Kim et al., 2005).

Outros receptores PRRs compreendem os membros da familia de receptores
Nod-like ou NLR (proteina contendo dominio de oligomerizag&o nucleotidica), que séo
proteinas citosdlicas capazes de reconhecer DAMPs citoplasmaticos e recrutar outras
proteinas, formando complexos de sinalizacdo denominados inflamassomas que
promovem a inflamacao e geram formas ativas de IL-1(3 (Abbas et al., 2012). A ligacao
de cristais de acido urico como o urato monossédico (MSU) e hialurona de baixo peso
molecular (HA) ativam receptores NLR, incluindo NLRP1 e NLRP3, que séao
responsaveis pela formacdo do inflamassoma (Lamkanfi et al., 2007). NLRP1 e
NLRP3 sdo expressos em células imunes, mas também em outros tipos celulares
como células placentarias (Abrahams, 2011; Pontillo et al., 2013).

Sabe-se que pacientes que desenvolvem PE possuem niveis plasmaticos
elevados de acido arico, os quais se correlacionam com proteinuria elevada e
gravidade da doenca (Costa et al., 2012). O &cido Urico também tem potencial de
promover inflamacéao, estresse oxidativo e disfuncao endotelial (Bainbridge & Roberts,
2008). Nesse sentido, observou-se correlacdo positiva entre 0 aumento da producao
da citocina inflamatéria TNF-a, de Oz e concentracéo sérica elevada de acido Urico
em mulheres com PE (Peracoli et al., 2011). Também se observou associacéo entre
concentracdo plasmatica elevada de acido arico, proteina de choque térmico Hsp70,
IL-1B, IL-12 e TNF-a nos casos graves dessa doenga (Peragoli et al., 2013).

Romao et al. (2014) demonstraram que HA, assim como o acido urico, também
estd aumentado no plasma de gestantes com PE em comparacdo com gestantes
normotensas. Estudo de gestantes com eclampsia e PE grave demonstrou que HA
esta aumentado no plasma dessas pacientes (Berg et al. 2001), enquanto Uzun et al.
(2010) observaram concentra¢cdes aumentadas de HA no sangue do cordédo umbilical
e na placenta de gestantes pré-eclampticas.

As DAMPs podem ativar diversas vias, sendo a resposta inflamatoria induzida
pela via de sinalizacdo TLR4/MyD88/NF-kB considerada uma das mais importantes
na patogénese da PE (Akira et al.,, 2001; Kim et al.,, 2005; Liu et al., 2017).

Comparando gestantes normotensas e pré-eclampticas, Giorgi et al. (2012)
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demonstraram aumento da ativacado de NF-kB em células mononucleares do sangue
periférico de gestantes portadoras de PE, associado a maior producédo de TNF-a e IL-
1B8. A maior produgao dessas citocinas em gestantes com PE esta em acordo com a
literatura (Beckmann et al.,, 2004) e sugere que os efeitos deletérios das altas
concentracgdes circulantes de TNF-a podem estar associados as manifestagbes mais
graves da PE (Peracoli et al., 2007).

Matias et al. (2015) demonstraram que mondcitos de gestantes pré-eclampticas
apresentam maior expressao génica endoégena dos receptores NLRP1 e NLRP3 e de
caspase-1, bem como da producdo de IL-1B e IL-18 em relacdo as gestantes
normotensas, sugerindo a participagdo do inflamassoma NLRP3 na inflamacao
sistémica que caracteriza a PE. O estimulo dessas células com MSU induziu maior
expressao do inflamassoma NLRP3, mostrando que o &cido Urico é capaz de ativar
esse complexo molecular e atuar na liberagéo de citocinas inflamatérias.

De maneira semelhante, estudos recentes de nosso laboratério mostraram que
HA de baixo peso molecular induziu maior expressao génica de NLRP1, NLRP3 e
caspase-1, bem como aumento na producao de IL-1B por mondcitos de gestantes com
PE (Romao-Veiga et al., 2018).

A literatura demonstra que a PE apresenta resposta inflamatéria exacerbada,
representada pela ativacéo de células da imunidade inata, com ativacdo de receptores
extracelulares e intracelulares por meio das DAMPs, aumentando a producdo de
citocinas inflamatorias e resultando no aumento da inflamacéo, que é deletéria ao
progresso da gestacdo. O entendimento da modulagcéo das vias de ativagcao celular
em mondcitos humanos pela vitamina D podera contribuir para a melhor compreensao
do envolvimento da imunidade inata na fisiopatologia da PE e possivelmente propor
formas alternativas para o tratamento dessa importante sindrome da gestacao.

Sendo a inflamacéo sistémica uma caracteristica chave na PE, representada
por ativacdo do complexo inflamassoma, concentracdes excessivas de citocinas pro-
inflamatdrias associadas a redugdo de citocinas imunossupressoras e fenotipo
anormalmente ativado das células do sistema imune, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar, in vitro, o efeito imunomodulador da vitamina D sobre a expressédo dos
inflamassomas NLRP1/NLRP3 e a via TLR4/MyD88/NF-kB em mondcitos do sangue
periférico de gestantes portadoras de PE e em linhagem celular de mondcitos
humanos THP-1.
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2. Material e Métodos
2.1. Casuistica

Foram estudadas 20 primigestas portadoras de PE e 20 primigestas
normotensas que realizaram a assisténcia ao parto na Maternidade do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. A idade gestacional dos
grupos estudados foi estabelecida pela data da ultima menstruacéo e confirmada por
exame ultra-sonografico precoce (< 20 semanas de gestacao).

Foi definida como portadora de PE, a gestante que, sem antecedente de
hipertensao arterial, manifestou hipertenséo arterial (= 140x90 mmHg) associada a
proteinuria (= 300 mg em urina coletada durante 24 horas), apés a 20® semana de
gestacdo (ACOG, 2019).

O tamanho amostral foi calculado, considerando-se a diferenca de médias entre
IL-18 para gestantes portadoras de pré-eclampsia, 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-1B, o
tamanho amostral foi de, no minimo 20 individuos no grupo.

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto
a finalidade da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo CAAE n° 56533616.4.0000.5411).

2.2. Critérios de incluséo

- Gestantes com PE: gestacdo Unica, com idade gestacional entre 28 e 40
semanas, diagnostico de PE e sem qualquer outra intercorréncia clinica ou obstétrica.
- Gestantes normotensas: gestacéo Unica, com idade gestacional entre 28 e 40

semanas e sem qualquer intercorréncia clinica ou obstétrica.

2.3. Dosagem de proteinuria

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

sistema de automagdo Technicon RAXT do Laboratorio de Analises Clinicas do
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

2.4. Colheita de sangue

A colheita de sangue para determinacdo de acido urico e vitamina D e para a
avaliacdo da expressdo de moléculas relacionadas aos inflamassomas, fator de
transcricdo nuclear (NF-kB), receptor TLR4 e produc¢é&o de citocinas por mondcitos de
gestantes portadoras de PE foi feita no momento do diagnostico da doenca e, a de
gestantes normotensas, no momento em que foram pareadas pela idade gestacional
com as gestantes pré-eclampticas. Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas por
puncdo venosa da veia antecubital e foram colocadas em tubo plastico estéril
contendo 10 U/mL de EDTA (Becton Dickinson-BD Vacutainer; BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ). Apds centrifugacdo por 10 min a 3000 g, o plasma obtido foi

removido e aliquotas foram armazenadas a -80°C até o momento de sua utilizagdo.

2.5. Dosagem de acido urico e vitamina D no plasma de gestantes com

pré-eclampsia e de gestantes normotensas

O acido urico foi determinado no plasma de gestantes portadoras de PE e de
gestantes normotensas por método enzimatico, no sistema de automacao Trinder
(Biotrol Diagnostic) do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

A vitamina D, 25(0OH)D, também foi determinada pelo método de
guimiluminescéncia  automatizada por  microparticulas  (Chemiluminescent
Microparticle Immunoassay, CMIA) com Architect 25-OH Vitamin D assay Kit, pelo
analisador Architect® i2000 (Abbott®). A sensibilidade analitica é de 1,9 ng/mL e o
coeficiente de variacdo intra e inter-ensaio € < 10%, segundo descrigcdo do kit. O
intervalo de referéncia € de 0.0 - 160.0 ng/mL, segundo o método. Foram
considerados suficientes valores = 30 ng/mL, insuficiéncia de 21 a 29 ng/mL e

deficiéncia < 20 ng/mL, segundo Bischoff-Ferrari e colaboradores (2006).

98



2.6. Isolamento e cultura de monécitos

O sangue periférico obtido das gestantes foi colocado em tubo estéril contendo
EDTA (Greiner Bio-one, Americana - Brasil). As células mononucleares foram obtidas
por separacao em gradiente de Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare Bio-Sciences,
Uppsala, Sweden), segundo a técnica descrita por Peracoli 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. ApGs esses procedimentos, as células foram
ressuspendidas em meio de cultura RPMI para posterior contagem, utilizando-se o
corante Turk 5% (1:1). Apés contagem, a concentragao celular foi ajustada para 1x107
PBMCs/mL. Para a separacdo de mondcitos, foi utilizado o kit de Beads magnéticas
por selecdo negativa Pan Monocyte Isolation Kit, Human (Miltenyi Biotec, Germany)
segundo orientacdes do fabricante, em colunas MS Columns (Miltenyi Biotec).

Apds separacdo, 0s monacitos obtidos foram contados com solugéo de Turk 5%
(1:1) e a concentracéo foi acertada conforme a quantidade de células necessaria para

cada método empregado.

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

A linhagem celular THP-1 (ATCC n°. TIB 202) foi obtida do acervo do Laboratério
de Tecnologia Recombinante (LATER) de Bio-Manguinhos, Fiocruz mantidos em
nitrogénio liquido (-196°C) por no maximo 12 meses. As células foram descongeladas
de criotubos. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com PBS [137mM de
NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), 2.7mM KCI (Sigma-Aldrich), 10mM
Na2HPO4 (Merck) e 1.8mM KH2PO4 (Merck)] 1X pH 7.4. Para a manutengéo celular
foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), formulado com 0,2% (v/v)
de NaHCOs (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 cm? (Corning, Corning, NY - USA) a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 por 3
dias. A concentracao e viabilidade celular foram determinadas em hemocitémetro por
microscopia optica (100x) utilizando-se a diluicdo de 1:50 em azul de tripan 0,4%
(Gibco/Thermo Fisher Scientific). No preparo das células para a realizacdo 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. Apds a quantificacdo, as células foram ressuspendidas na
concentracdo de 5x10° células/mL em RPMI 1640 suplementado com 10% (v/v) de

soro bovino fetal.

2.8. Obtencdo dos sobrenadantes das culturas de mondcitos e de
células THP-1

Para avaliar a producédo de IL-1B, IL-18, TNF-a e IL-10, mondcitos de gestantes
(5x10° mondcitos/mL) e as células THP-1 (5x10° células/mL), obtidos conforme
descrito nos itens 2.6 e 2.7, respectivamente, foram incubados a 37°C, em tenséo de
5% de CO:2 por 18 h, na presenca ou auséncia de 50 pg/mL de MSU (Sigma-Aldrich)
ou 100 pg/mL de HA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) ou de 100 nM de VD
(Sigma-Aldrich). As concentracdes de MSU e HA foram previamente padronizadas em
cultura de mondcitos de mulheres saudaveis, ndo gravidas e empregadas conforme
descrito em trabalhos anteriores do grupo (Matias et al., 2015; Romao-Veiga et al.,
2018). O sobrenadante obtido apds 18 h de cultivo foi aspirado, centrifugado a 600 g
e distribuido em aliquotas, que foram conservadas a -80°C até o momento da

dosagem das citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA).

2.9. Determinacéo de p65NF-kB fosforilado

Para avaliar o efeito da vitamina D (VD) sobre a ativacdo de p65NF-kB
fosforilado, mondcitos de gestantes pré-eclampticas e de normotensas (5x10°
células/ml) foram cultivados por 30 minutos na presenca ou auséncia de vitamina D
(100 nM). Os mondcitos foram entdo submetidos a extracdo nuclear utilizando-se Cell
Lysis Buffer 1x (Cell Signaling Technology, Danvers, MA — USA) com a adi¢gédo de
PMSF (1 mM) por 5 min. ApGs esse periodo, o extrato foi centrifugado a 14000 g por
10 min e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C. A concentracéo total de
proteina nos extratos foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Para avaliar a ativacdo de NF-kB, foi empregado o PathScan Phospho-NF-kB
p65 (Ser536) Sandwich ELISA kit (Cell Signaling Technology), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A concentracdo de p65NF-kB encontrada foi dividida pela

quantidade de proteina total presente nessas células e os resultados expressos em
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Hg de p65-NF-kB/ug de proteina.

2.10.Avaliacao da expresséo de transcritos relacionados a inflamacao

Os mondécitos de gestantes (5x10° mondcitos/mL) e as células THP-1 (5x10°
células/mL) foram cultivados na presenca ou auséncia de MSU, HA, e VD por 4 h, nas
concentragfes ja citadas no item 2.8 e, posteriormente submetidos a analise da
expressdo, em nivel transcricional, dos genes que codificam as proteinas NLRP1,
NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB, IL-1p, IL-18, TNF-a e IL-10. O RNA total
dos mondcitos e das células THP-1 foram extraidos por meio do sistema Total RNA
Purification Kit (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Canada), conforme protocolo do
fabricante. Apds a extracao, a fim de garantir a completa remocédo de DNA genémico,
1ug de RNA total foi incubado com DNAse | 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 sintese de
DNA complementar (cDNA) para execucdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
acoplada a transcricdo reversa (Reverse Transcription-coupled Polymerase Chain
Reaction — RT-PCR) foi realizada com 450 ng de RNA total por 60 pl de reacéo,
utilizando ImProm-II"™ Reverse Transcription System, conforme protocolo do
fabricante.

A gquantificacdo da expressdo génica de NLRP1, NLRP3, caspase-1, TLR4,
MyD88, NF-kB, IL-1p3, IL-18, TNF-a e IL-10 foi efetuada por meio da técnica de reacéo
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) utilizando GoTagq® gPCR
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 juncdo éxon-
exon. Iniciadores presentes em tal juncéo garantem a pureza da reacao, ou seja, a
auséncia de qualquer DNA gendmico que possa contamina-la. As sequéncias dos

iniciadores utilizadas no presente estudo estdo detalhadas no Quadro 1.
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Quadro 2. Sequéncias dos iniciadores para a analise da expressao dos genes NRLP1, NLRP3, CASP1, TLR4,
MYD88, NFKB1, IL1B, IL18, TNF e IL10 em estudo por gPCR.

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.Andlise da expresséao de TLR4, NF-kB e IkB por meio da técnica de

citometria de fluxo

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

foram cultivados na presenca ou auséncia de MSU, HA, e VD por 30 minutos, nas

mesmas concentracdes ja citadas no item 2.8, para analise da expressao dos fatores

intra-citoplasméaticos NF-kB e IkBa e por 18 horas para a analise do receptor de

superficie TLR4. A concentracdo celular foi ajustada para 2x10° células/mL e as

células distribuidas em tubos Falcon para citdmetro (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. Apés centrifugacao,

as células foram lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de azida sodica 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 incubacdo com anticorpos marcados com fluorocromos especificos contra as

proteinas intracelulares NF-kB (PE-Cy7) e IkBa (Alexa FLuor 647), por 30 min, no

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

com anticorpos isotipicos especificos para cada fluorocromo (Alexa FLuor 488, PE,

PE-Cy7 e Alexa Fluor 647). As analises foram realizadas em citbmetro de fluxo modelo
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FACSCanto™ (BD) usando programa “FlowJo” (FlowJo Enterprises, Ashland, OR,
USA) para adquirir e analisar multiparametros celulares. Foi padronizada a aquisi¢ao
de 30.000 eventos por amostra, sendo otimizada a populacdo de interesse,
estabelecendo-se gate (janela) com base em parametros de tamanho (FSC) e
granularidade (SSC) ou fluorescéncia (FL) de CD14. A partir desse gate, estabelecido
nos monacitos positivos para CD14, a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de
TLR4, NF-kB e IkBa foi avaliada.

2.12.Determinagdo de citocinas pelatécnica de ELISA

Para quantificag&o das citocinas IL-18, IL-18, TNF-a e IL-10 nos sobrenadantes
de cultura de mondcitos e cultura de células THP-1, foi empregado ensaio
imunoenzimatico (ELISA), utilizando-se kits comerciais especificos (R&D Systems).

Nos ensaios, as concentragdes dos anticorpos monoclonais e policlonais, bem
como das citocinas recombinantes especificas, utilizadas nas curvas-padréo, foram
recomendadas pelo fabricante. O limite de sensibilidade dos kits foi de 1,0 pg/ml para
IL-18, 5,15 pg/ml para IL-18, 4,0 pg/ml para TNF-a e 3,9 pg/ml para IL-10.

2.13. Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados empregando-se testes paramétricos ou nao-
paramétricos, segundo o programa estatistico PRISM, (Graph Prism, versédo 6.01,
GraphPad, CA, EUA). A avaliacdo das caracteristicas clinicas e dosagens plasméticas
das gestantes portadoras de PE e de normotensas foram realizadas pelo teste de U
de Mann-Whitney. A comparacgao dos resultados de expresséo génica e proteica de
monaocitos submetidos a diferentes tratamentos foi realizada pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido de comparacdes multiplas pelo teste de Dunn. A analise dos
resultados obtidos das células THP-1 foi realizada por analise de variancia (ANOVA),
seguida de comparacoes multiplas pelo teste de Tukey. O nivel de significancia

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

3.1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados

A andlise das caracteristicas clinicas e laboratoriais das gestantes portadoras de
PE e das normotensas mostrou ndo haver diferenca estatistica entre 0os grupos
avaliados, com relacdo aos parametros de idade e idade gestacional (Tabela 1). O
valor da pressdo arterial sistélica e diastélica, bem como as concentracfes de
proteindria e &cido Urico foram significativamente maiores (p<0,05) no grupo de
gestantes com PE do que em gestantes normotensas. A concentragdo plasmatica de
vitamina D, por sua vez, mostrou-se menor no grupo de gestantes portadoras de PE

em compara(;éo com as normotensas.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de gestantes portadoras de pré-eclampsia e de gestantes
normotensas.

Gestantes portadoras Gestantes
Caracteristicas de pré-eclampsia normotensas
(n = 20) (n =20)

Idade (anos) 26 (17 — 41) 27 (18 — 40)
Idade gestacional (semanas) 34 (23 -39) 35 (23 - 40)
Presséo arterial sistélica (mmHg) 1607(140 — 200) 110 (90 - 112)
Presséo arterial diastdlica (mmHg) 110°(90 — 120) 69 (63 — 70)
Proteindria (mg/urina 24h) 2960" (320 — 22520) <300
Acido arico (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 estdo expressos em mediana, com os valores minimo € maximo entre parénteses. * (p < 0,0!
gestantes normotensas (teste U de Mann-Whitney).

3.2. Expresséo génica de mondcitos de gestantes portadoras de PE e

de gestantes normotensas

Realizou-se a quantificacdo relativa da expressdo dos genes para NLRP1,
NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB, TNF-qa, IL-1[3, IL-18 e IL-10 em mondcitos
de 20 gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas (NT), estimulados com
MSU ou HA e tratados ou ndo com VD.

A expresséao génica basal de NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB,

IL-1B3, IL-18 e TNF-a (Figura 1A-l) foi significativamente maior em monocitos de
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gestantes com PE quando comparados com o grupo NT. MSU e HA aumentaram a
expressdo de todos os genes estudados, exceto IL-10, em mondcitos de PE em
comparacao com as culturas controle, ndo estimuladas (Co) e culturas tratadas com
VD. O tratamento de mondcitos com VD, por sua vez, diminuiu a expressao desses
genes no grupo PE (Figura 1A-1). Nao houve diferenca significativa na expressao dos
genes relacionados aos inflamassomas e citocinas inflamatérias em mondcitos de
gestantes normotensas estimulados com as DAMPs ou tratados com VD, contudo,
MSU e HA induziram maior expressao génica de TLR4, MyD88 e NF-kB no grupo NT
(Figura 1D-F).

Quanto a expressao do gene que codifica a citocina anti-inflamatéria 1L-10,
monaocitos de gestantes pré-eclampticas apresentaram menor expressdo endégena
guando comparadas com gestantes normotensas (Figura 1J). O cultivo de mondcitos
de gestantes com PE na presenca de MSU ou HA diminuiu a expressao do gene da
IL-10, enquanto o tratamento dessas células com VD levou ao seu aumento. No grupo
NT, os mondcitos cultivados com MSU, mostraram menor expressao génica de IL-10

comparado aos mondcitos controle (Co) (Figuras 1J).
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Figura 11. Expresséo génica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-kB (F), IL-18
(G), IL-18 (H), TNF-a (1) e IL-10 (J) em mondcitos de 20 gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE) e 20 gestantes
normotensas (NT), cultivados na presenca ou auséncia de urato monossadico (MSU), hialurona (HA) ou vitamina
D (VD). Resultados foram expressos em mediana de unidades arbitrarias (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. Determinacdo de citocinas em sobrenadante de cultura de
monocitos de gestantes portadoras de PE e de gestantes

normotensas

A producdo das citocinas IL-13, IL-18, TNF-a e IL-10 por mondcitos de 20
gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas, estimulados ou ndo com
MSU ou HA e tratados com VD esta representada na Figura 2.

Observou-se concentracdo basal de IL-1B, IL-18 e TNF-a produzida por
mondcitos de gestantes portadoras de PE significativamente mais elevada em relacéo
ao grupo NT (Figura 2A-C), enquanto a concentracao de IL-10 foi menor (Figura 2D).
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Os niveis proteicos de IL-13 e IL-18 apresentaram aumento devido a adi¢do de
MSU e HA na cultura de mondécitos de gestantes portadoras de PE. J& o tratamento
com VD diminuiu esses niveis. Mondcitos de gestantes normotensas (NT) produziram
maior quantidade de IL-1B quando estimulados com MSU e HA (Figura 2A-B).

O estimulo com MSU acentuou os niveis proteicos de TNF-a em relagéo a
producdo enddgena (Co) no grupo PE, no entanto, a adicdo de HA a cultura néo foi
capaz de causar aumento significativo (Figura 2C). O tratamento com VD, por sua vez,
diminuiu a producdo de TNF-a nas pacientes com PE (Figuras 2C). Em relacdo ao
grupo NT, mondcitos dessas gestantes produziram maiores niveis de TNF-a quando
estimulados com MSU e HA (Figura 2C).

E possivel observar que a producéo de IL-10 ndo apresentou alteracdo com a

adicdo de MSU, HA ou VD nas culturas de monécitos de gestantes com PE e de

gestantes normotensas (Figuras 2D).
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Figura 12. Produgéo IL-1B (A), IL-18 (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) por mondcitos de 20 gestantes com pré-eclémpsia
(PE) e de 20 gestantes normotensas (NT), cultivados na presenca ou auséncia de urato monossddico (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;
o p<0.05 vs. NT Co (Teste de Kruskal-Wallis).
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3.4. Analise da expressdo do receptor TLR4 e dos fatores intra-
citoplasmaticos NF-kB e IkBa em monédcitos de gestantes de

gestantes portadoras de PE e de gestantes normotensas

A analise da via TLR4/MyD88/NF-kB por citometria de fluxo mostrou que
monacitos de gestantes com PE apresentaram maior expressdo endégena de TLR4
e NF-kB e menor expressao de IkBa quando comparada ao grupo de gestantes NT
(Figura 3A-C).

O cultivo de monacitos de gestantes pré-eclampticas com MSU e HA ndo causou
aumento da expressdo de TLR4, enquanto o tratamento com VD diminuiu seu nivel
(Figura 3A). No grupo das gestantes normotensas, o estimulo dos mondcitos com
MSU e HA induziu maior expresséo de TLR4 em relacéo as culturas controle (Co) e
tratadas com VD (Figura 3A).

O nivel proteico de NF-kB apresentou aumento devido a adicdo de MSU e HA
na cultura de mondcitos de gestantes portadoras de PE. J4 o tratamento com VD
diminuiu esses niveis (Figura 3B).

Mondcitos de gestantes com PE cultivados na presenca de MSU e HA
apresentaram diminuicdo da expressao de IkBa, enquanto o tratamento com VD
aumentou esse nivel. Mondcitos de gestantes NT também expressaram menores
quantidades de IkBa quando estimulados com MSU e HA (Figura 3C).

A determinacdo proteica de NF-kB fosforilado presente na fracdo nuclear de
monaocitos, realizada pela técnica de Elisa, mostrou maior concentracdo enddégena de
NF-kB fosforilado em mondcitos de gestantes portadoras de PE do que em gestantes
NT. Além disso, mondcitos de gestantes pré-eclampticas apresentaram menores
niveis de NF-kB fosforilado apds tratamento com VD. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos das gestantes normotensas (Figura 3D).

108



4004 2001

- o PE
um - NT
300+ _ 150 4
oy # ™
s = #
3 2004 o 100-
x ¥
- [T
h
1004 Z 50
0 T T T T - - 0 T T T T i -
® \@\\" F P ® \‘g}’ F P & §° F L P e535 F L
200- T
‘T 1.5q
# ] u 0= PE
150+ o =3 NT
[y * o
= =
oo 3 101
3 ] =
: ;
50+ T 0.5
o
7]
c L} T L) T ‘2
PR FTL PP ER 2 0ol -
& & — o O o N4
= 4 K\ 3 <

Figura 13. Expressao do receptor de superficie TLR4 e dos fatores intra-citoplasmaticos NF-kB e IkBa e atividade
do NF-kB fosforilado em mondcitos de 20 gestantes com pré-eclampsia (PE) e de 20 gestantes normotensas (NT),
cultivados na presenga ou auséncia de urato monossodico (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; m p<0.05 vs. PE VD e NT Co (Teste de Kruskal-Wallis).

3.5. Expressao génica de células THP-1

Realizou-se a quantificacdo relativa da expressdo dos genes para NLRP1,
NLRP3, caspase-1, TLR4, MyD88, NF-kB, TNF-a, IL-1B, IL-18 e IL-10 em células
THP-1 estimuladas ou ndo com MSU e HA e tratadas com VD.

O cultivo de THP-1 na presenca de MSU e HA aumentou a expressao génica de
NLRP1, NLRP3, caspase-1, TLR4, NF-kB, TNF-a, IL-1B e IL-18 e diminuiu a
expressao de IL-10 quando comparado com as culturas Co e tratadas com
MSU+VD/HA+VD. A vitamina D diminuiu a expressdo dos genes inflamatorios em
células THP-1 cultivadas na presenca de MSU ou HA (Figuras 4 e 5).

Também é possivel observar que houve diferenca significativa na expresséo
génica 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 relacéo a IL-10,
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o tratamento com VD aumentou a expressao génica dessa citocina quando
comparado com estimulo com MSU (Figura 4J), mas néo interferiu no tratamento com
HA+VD (Figura 5J).
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Figura 4. Expresséo génica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-kB (F), IL-1B
(G), IL-18 (H), TNF-a (I) e IL-10 (J) em células THP-1 cultivadas na presenca ou auséncia de MSU e/ou VD.
Resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e desvio padrdo em
unidades arbitrarias (a.u.). * p<0.05 vs. Co e MSU+VD (ANOVA).
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Figura 5. Expresséo génica de NLRP1 (A), NLRP3 (B), Caspase-1 (C), TLR4 (D), MyD88 (E), NF-kB (F), IL-18
(G), IL-18 (H), TNF-a (I.) e IL-10 (J) em células THP-1 cultivadas na presenca ou auséncia de HA efou VD.
Resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em média e desvio padrdo em
unidades arbitrarias (a.u.). * p<0.05 vs. Co e HA+VD; # p<0.05 vs. HA+VD; « p<0.05 VS. Co (ANOVA).

3.6. Determinacdo de citocinas em sobrenadante de cultura de células
THP-1

Foi determinada a producédo das citocinas IL-1B, IL-18, TNF-a e IL-10 por
linhagem de células THP-1, estimuladas ou ndo com MSU ou HA e tratadas com VD.
O estimulo das células com MSU e HA aumentou os niveis proteicos de IL-1(3,
IL-18 e TNF-a em relagdo as culturas Co e tratadas com MSU+VD ou HA+VD (Figuras

6A-C e 7A-C), porém néo alterou a produgédo de IL-10 nas células THP-1 (Figuras 6D
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Figura 6. Producéo e IL-1B (A), IL-18 (B), TNF-a (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 padrdo. * p<0.05 vs. Co e MSU+VD (ANOVA).
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Figura 7. Producdo e IL-1B (A), IL-18 (B), TNF-a (C) e IL-10 (D) por células THP-1 estimuladas com HA e tral
com vitamina D (VD). Os resultados, obtidos de cinco experimentos independentes, foram expressos em mé
desvio padréo. * p<0.05 vs. Co e HA+VD (ANOVA).

4. Discussao

O presente estudo avaliou, in vitro, o efeito imunomodulador da vitamina D3 sobre
o estado inflamatério de mondcitos de gestantes portadoras de PE. O mecanismo
envolvido nesse efeito foi determinado em linhagem celular de mondcitos humanos,
THP-1, submetida a inducéo do processo inflamatério por MSU e HA e tratadas com
vitamina D3.

Os resultados mostram que mondcitos de gestantes pré-eclampticas apresentam
expressao génica basal ou endégena de NLRP1, NLRP3, Caspase-1, TLR4, MyD88,
NF-kB, IL-1B, IL-18 e TNF-a significativamente maior em mondcitos de gestantes com
PE quando comparados com o grupo NT. Tanto a expressao génica como protéica
das citocinas inflamatorias IL-1, IL-18 e TNF-a foram significativamente maiores nas
gestantes com PE do que nas normotensas, enquanto a expressao de IL-10 foi maior

no grupo de normotensas.
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O tratamento das células com vitamina D3 mostrou que esse hormdnio regula
negativamente a ativacdo endodgena dos mondcitos das gestantes pré-eclampticas,
por diminuir a ativacdo das vias dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e do eixo de
sinalizacdo TLR4/MyD88/NF-kB. Observou-se diminuicdo da expressdo de genes
relacionados aos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e da producdo de citocinas
inflamatdrias como IL-1p3, IL-18 e TNF-a apds o tratamento essas células com vitamina
D3. Esses resultados mostram que esse hormoénio pode regular a ativacdo desses
inflamassomas e diminuir a sintese de citocinas pro-inflamatérias pelos monécitos das
gestantes portadoras de PE, devido seu efeito sobre células da imunidade inata.

N&o hé relatos na literatura avaliando o efeito da vitamina D sobre inflamassomas
em células ou tecidos de gestantes pré-eclampticas. Em trabalhos anteriores do grupo
demonstramos que mondcitos de gestantes com PE apresentam ativacdo enddégena
da via dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3, contribuindo para a inflamacéao sistémica
da PE (Matias et al., 2015). Além disso, a expressao génica do inflamassoma NLRP3
e seus componentes se encontra aumentada em tecido placentario dessas gestantes,
bem como ocorre maior expressao protéica de citocinas inflamatérias (Weel et al.,
2017). O efeito regulador da vitamina D sobre a expresséo e secrecédo de TNF-a e IL-
6 por células trofoblasticas obtidas de placenta de gestantes pré-eclampticas,
cultivadas com diferentes concentragdes desse hormonio 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 gestacao
como a PE.

O efeito modulador da vitamina D3 sobre o inflamassoma NLRP3 nos mondcitos
das gestantes pré-eclampticas confirma estudos realizados por Dai et al. (2018). Os
autores demonstraram o papel do calcitriol na inibicdo do eixo de sinalizacdo ROS-
NLRP3-IL-18 em células epiteliais da cdérnea humana cultivadas em ambiente
inflamatorio. A vitamina D, claramente, suprimiu a expresséo de genes relacionados
ao inflamassoma NLRP3 e a producédo de IL-13 nessas células apds exposi¢cao ao
estresse hiperosmotico (Dai et al., 2018). Outras evidéncias mostram que esse
horménio imunomodulador é capaz de inibir a ativacdo do inflamassoma NLRP3 em
populacao de células T auxiliares em pacientes com esclerose multipla (Peelen et al.,
2015). Assim, a vitamina D também exerce efeito regulador sobre células da

imunidade adaptativa, conforme ja descrito anteriormente (Di Rosa et al., 2013;
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Ysmail-Dahlouk et al., 2016). Esse hormdnio pode atuar como agente anti-inflamatério
sobre linfocitos T diminuindo sua proliferacdo e a producao de citocinas como IFN-y,
IL-2 e IL-17 (Alroy et al., 1995; Van Etten & Mathieu, 2005; Ysmail-Dahlouk et al.,
2016), e desempenhar importante papel na prevencao e controle de resposta imune
pro-inflamatéria e de doencas autoimunes (Sheikn et al., 2018).

Nossos resultados mostram que a via de sinalizacdo TLR4/MyD88/NF-kB esta
endogenamente mais expressa em monaocitos de gestantes portadoras de PE quando
comparadas com gestantes normotensas. Apds tratamento com vitamina D3, tais
células pertencentes a imunidade inata apresentaram diminui¢cao da expressao génica
dos componentes desse eixo inflamatério, bem como diminuicdo da expressao
protéica de TLR4, NF-kB fosforilado e citocinas inflamatérias e aumento de IkBa.

O aumento da expressao génica da citocina anti-inflamatoria IL-10 em mondcitos
de gestantes com PE induzida por vitamina D3 associado a diminuicdo da expressao
de citocinas inflamatdrias e da menor expresséao protéica de TLR4 e NF-kB fosforilado
corroboram achados recentes da literatura. Zhang et al. (2018) demonstraram que a
administracdo in vivo de vitamina D3 reduz a resposta inflamatéria em modelo
experimental de asma em camundongos pela inibicdo da via de sinalizacéo
HMGB1/TLR4/NF-kB. A inoculagdo de vitamina D nos animais atenuou o0s sintomas
da asma, reduziu significativamente os niveis séricos de IL-13, IL-6, TNF-a e
aumentou os de IL-10 nos animais tratados em comparacao ao grupo controle positivo
da asma. Além disso, regulou a expressao proteica de HMGB1, TLR4, NF-kB e a
expressao de p65NF-kB fosforilado.

De maneira semelhante, mondcitos de pacientes portadores de diabetes tipo 1
tratados com 1,25(0OH)2Ds apresentaram producdo aumentada de IL-10 e IL-4,
enguanto diminuiram a de citocinas inflamatorias como IL-17 e INF-y, sugerindo que
a forma ativa da vitamina D pode reverter a ativagdo de vias inflamatdrias no inicio
dessa doenca (Ysmail-Dahlouk et al., 2016). Em modelo experimental de diabetes, a
inoculagcdo de vitamina D3 por via intraperitoneal em camundongos atenuou a
periodontite pela reducéo de glicose sanguinea, de hemoglobina glicada e de niveis
de TNF-q, levando a diminui¢do de perda éssea alveolar. Os resultados sugerem que
a vitamina D3 melhora a periodontite diabética pela diminuicédo da sinalizacdo TLR4 e
JAK1/STAT3 no epitélio gengival, podendo contribuir como terapia potencial para

pacientes com essa doenca (Wang et al., 2013).
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Ha estudos que relatam o papel imunomodulador da vitamina D em diversas
doencas inflamatérias. Qiao et al. (2017) mostraram que a via de sinalizacédo
TLR4/NF-kB possui papel importante na patogénese da asma e que quantidades
apropriadas de vitamina D exercem efeito regulador sobre essa via. O receptor TLR4
exerce importante papel na doenca inflamatéria 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 hiperdxia foi regulado
pela vitamina D, inibindo, assim, a inflamacéao (Yao et al., 2017). Em conjunto, 0s
resultados da literatura demonstram o papel regulador anti-inflamatério da vitamina D
sobre a via de sinalizagdo TLR4-NF-kB.

Os resultados do efeito imunomodulador da vitamina D3 sobre a ativagao
enddgena dos mondcitos obtidos de gestantes portadoras de PE foram reproduzidos
nos experimentos com células THP-1, estimuladas com moléculas indutoras de
inflamacéo, as DAMPs urato monossédico (MSU) e hialurona (HA). O cultivo de
células THP-1 na presenca de MSU e HA aumentou a expressao génica de NLRP1,
NLRP3, caspase-1, TLR4, NF-kB, TNF-qa, IL-1B e IL-18 e diminuiu a expresséao de IL-
10 quando comparado com as culturas controle, ndo estimuladas. Niveis
significativamente elevados de &cido Urico e hialurona foram descritos no plasma de
gestantes portadoras de PE quando comparadas as gestantes normotensas (Peracoli
et al., 2011; Romao et al., 2014; Romao-Veiga et al., 2018) e parecem contribuir para
o desenvolvimento e manutencdo da resposta inflamatéria sistémica nessas
gestantes.

Essas DAMPs induzem inflamacé&o estéril por meio da interacdo com receptores
de reconhecimento de padrdo TLR expressos na superficie ou com receptores
intracitoplasmaticos da familia NLR, presentes em células da imunidade inata (Taylor
et al., 2004; Kim et al., 2005; Franchi et al., 2009), resultando na manutencao do
estado inflamatdrio intenso observado na PE (Khan & Hay, 2015).

O co-cultivo das células com MSU ou HA e vitamina D levou a diminuigdo da
expressdo dos genes inflamatérios nas células THP-1, mostrando o efeito regulador
da vitamina D3 sobre a hiperativacdo das vias dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3,
bem como do eixo TLR4/MyD88/NF-kB induzida por MSU e HA. Esses resultados
sugerem que esse horménio tem papel importante na regulagdo da resposta

inflamatdéria em células da imunidade inata.
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Estudos avaliando o efeito modulador da vitamina D sobre a expressédo de
receptores TLR em células THP-1 sdo escassos. Verma et al. (2014) demonstraram
gue o tratamento dessas células com vitamina D3 (1,25 (OH)2 D3) induz aumento da
expressdo de TLR10 e diminui a de TLR2, TLR4 e TLR5 por essas células. A ativacao
de TLR10 por vitamina D3, que exerce efeito imunossupressor em mondcitos, sugere
que a funcdo de TLR10 pode ser diferente da descrita para os outros TLR estudados
e pode desempenhar papel regulador sobre mondcitos humanos.

Em conjunto, os resultados do presente trabalho mostram o efeito
imunomodulador da vitamina D3, atenuando a ativacdo enddégena dos inflamassomas
NLRP1 e NLRP3 e da via de sinalizacdo TLR4/NF-kB nos mondcitos de gestantes
portadoras de PE e nas células THP-1 e sugerem que a intensa inflamacéo sistémica
observada nas gestantes portadoras de PE poderia ser decorrente de um
desequilibrio da homeostase do sistema imune, causado pela auséncia de fatores
reguladores da resposta inflamatéria como a Vitamina D. Na literatura ha muitos
relatos de que gestantes portadoras de PE apresentaram niveis plasmaticos de
vitamina D significativamente menores quando comparados com gestantes
normotensas. Assim, a menor concentragao desse hormoénio no plasma das gestantes
pré-eclampticas em comparacdo 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
suplementacdo 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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CAPITULO V



Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGCAO EM PESQUISA

“EFEITO MODULADOR DA PROGESTERONA, VITAMINA D E SILIBININA SOBRE
INFLAMASSOMAS EM MONOCITOS DE GESTANTES PORTADORAS DE PRE-ECLAMPSIA“

Eu, , gestante, atendida no Servico de Obstetricia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, fui convidada a participar da
pesquisa para compor a lista de pacientes com pré-eclampsia. O objetivo desta pesquisa é o de
entender como a pré-eclampsia atua no organismo das gestantes. Fui solicitada a doar pequena
guantidade de sangue da veia do braco (10 mL), que sera colhido com seringa e agulha descartavel,
uma Uunica vez, no momento em que for atendida pelo médico. O convite para participar da pesquisa
sera feito na auséncia de dor ou de qualquer sintoma que dificulte meu entendimento. Estou ciente
de que a doac¢do desse volume de sangue ndo me causara dor, a ndo ser a da picada da agulha no
momento da coleta do sangue e, raramente, a formagcdo de um pequeno hematoma no local. Fui
informada que nao terei beneficios direto com a pesquisa, mas que o resultado desse exame podera
ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obté-lo. Fui informada também que eu posso, a
qualguer momento, esclarecer duvidas e desistir de participar da pesquisa, sem prejuizo do
atendimento médico que necessitar e, que meu nome ndo aparecera quando os resultados forem
divulgados. Estou ciente de que, caso eu seja menor de idade, este termo de consentimento devera
ser assinado por mim e pelo meu responsavel.

Assim, concordo em participar da pesquisa.

Obs: Vocé receberd uma cdpia deste documento. Informacbes adicionais poderdo ser obtidas no
Comité de Etica em Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.

Botucatu, de de20
Assinatura do voluntdrio maior de 18 anos Assinatura do responsavel
Assinatura do pesquisador Assinatura da adolescente maior de 11 anos

Pesquisadores:

Maria Terezinha S. Peragoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu
- UNESP
Fone: (14)3880-0430

Mariana Leticia Matias — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu —

UNESP
Fone: (14)3880-0431
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA

“EFEITO MODULADOR DA PROGESTERONA, VITAMINA D E SILIBININA SOBRE
INFLAMASSOMAS EM MONOCITOS DE GESTANTES PORTADORAS DE PRE-ECLAMPSIA“

Eu, , gestante, atendida no Servico de
Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP fui convidada a
participar da pesquisa para compor a lista de pacientes como grupo controle, por ndo possuir doenca.
O objetivo desta pesquisa é o de entender como a pré-eclampsia atua no organismo das gestantes,
para isso é necessario entender como se desenvolve a gestacao sem essa doenca. Fui solicitada a doar
pequena quantidade de sangue da veia do brago (10 mL), que serd colhido com seringa e agulha
descartdvel, uma Unica vez, no momento em que for atendida pelo médico. O convite para participar
da pesquisa sera feito na auséncia de dor ou de qualquer sintoma que dificulte meu entendimento.
Estou ciente de que a doacdo desse volume de sangue ndo me causara dor, a ndo ser a da picada da
agulha no momento da coleta do sangue e, raramente, a formacdo de um pequeno hematoma no
local. Fui informada que nao terei beneficios direto com a pesquisa, mas que o resultado desse exame
poderd ser enviado para mim, caso eu tenha interesse em obté-lo. Fui informada também que eu
posso, a qualquer momento, esclarecer duvidas e desistir de participar da pesquisa, sem prejuizo do
atendimento médico que necessitar e, que meu nome ndo aparecera quando os resultados forem
divulgados. Estou ciente de que, caso eu seja menor de idade, este termo de consentimento devera
ser assinado por mim e pelo meu responsavel.

Assim, concordo em participar da pesquisa.

Obs: Vocé receberd uma cépia deste documento. InformacgGes adicionais poderdo ser obtidas no
Comité de Etica em Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609.

Botucatu, de de20
Assinatura do voluntario maior de 18 anos Assinatura do responsavel
Assinatura do pesquisador Assinatura da adolescente maior de 11 anos

Pesquisadores:

Maria Terezinha Serrdo Peracoli — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de
Botucatu - UNESP
Fone: (14)3880-0430

Mariana Leticia Matias- Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu -

UNESP
Fone: (14)3880-0431
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNESP -FACULDADE DE = Plataforma
MEDICINA DE BOTUCATU  +%8rasil

- PARECER CONSUBSTANCIADODOCEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito modulador da progesterona,vitamina D e silibinina sobre inflamassomas em
mondcitos de gestantes portadoras de pré-eclampsia

Pesquisador: Maria Terezinha Serrdo Peracoli

Area Tematica: Reproducdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriagéo e fatores que afetam a saude reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa” todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reprodugéo Humana que néo necessita de andlise ética por parte da CONEP;);

Versido: 1
CAAE: 56533616.4.0000.5411

Instituicio Proponente: Departamento de Microbiologia e Imunologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.622.546

Apresentagédo do Projeto:

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gravidez, caracterizada por hipertensao arterial e
proteinduria, identificadas apés a 20a semana de gestag@o. Essa patologia esta associada com
hiperuricemia, valores séricos elevados de citocinas inflamatérias, ativagé@o de leucdcitos e estresse
oxidativo. Cristais de &cido Urico e hialurona (HA), considerados “sinais de perigo”ou padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs) podem

ativar um complexo intracelular denominado inflamassoma, uma estrutura multi-proteica importante para o
processamento e liberagéo das citocinas inflamatérias interleucina-1 beta (IL-1) e IL-18.0 desbalango entre
citocinas pro- e anti-inflamatérias na PE poderia ser dependente da deficiéncia de fatores reguladores
capazes de modular essa resposta inflamatéria.Esse desbalanco poderia ser melhorado através da
administragcdo de flavonoides

com propriedades anti-inflamatérias como a silibinina e de substancias moduladoras da inflamacéo, como
vitamina D e progesterona. O objetivo do trabalho ¢ avaliar, in vitro, o efeito modulador da progesterona,
vitamina D e silibinina sobre os inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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mondcitos de gestantes portadoras de PE e em linhagem celular de monécitos humanos THP-1.
Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: &
Identificar o efeito modulador de progesterona, vitamina D e silibinina sobre os inflamassomas NLRP1 e
NLRP3 em mondcitos de gestantes portadoras de PE e em linhagem celular de monécitos humanos THP-1.
Objetivo Secundario:

- Determinar os niveis plasmaticos de 4cido Urico, progesterona e vitamina D em gestantes pré-eclampticas
e em gestantes normotensas.

-ldentificar a presenga dos inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e a via de ativacdo TLR4-MyD88-NF-B,
induzidos por MSU e hialurona em mondcitos de gestantes portadoras de PE e em células THP-1. - Avaliar
o efeito modulador da progesterona, vitamina D e silibinina sobre monécitos de gestantes pré-eclampticas e
células THP-1, estimulados ou ndo com MSU e hialuronae sua associagdo com a produgéo das citocinas IL-
1, IL-18, TNF- e IL-10

e inflamassomasNLRP1 e NLRP3.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: No momento da coleta de sangue pode haver dor da picada de agulha e, raramente, formacdo de
um pequeno hematoma no local.

Beneficios: Os resultados do presente projeto contribuirao para melhor conhecimento dos mecanismos
imunes envolvido na fisiopatologia da pré-eclampsia e poderao, no futuro estabelecer estratégias diferentes
de prevengao e tratamento dessa patologia obstétrica.

Comentérios e Consideragées sobre a Pesquisa:

O presente estudo podera contribuir para melhor compreens&@o dos mecanismos da imunidade inata
envolvidos na resposta inflamatéria sistémica,descrita na pré-eclampsia. :

Metodologia de Andlise de Dados:

Monécitos obtidos do sangue periférico de 20 gestantes com PE, 20 gestantes normotensas e células THP-
1 serdo cultivados na presenga ou auséncia de urato monossédico (MSU), HA, progesterona, vitamina D ou
silibinina por diferentes periodos: a) por 30 min para determinagdo
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da fosforilagéo de NF-B e analise da expresséo de TLR4, NF-B e IB por meio da técnica de citometria de
fluxo, b) por 4h para a expressao génica de TLR4, MYD88, NFKB1, NLRP1, NLRP3, CASP1, IL1B, IL18,
TNF e IL10 em estudo por RT-qPCR e c) por 18h para a determinagéo da concentracéo de citocinas por
ELISA. Adicionalmente, o Cultivo de células THP-1, estimuladas ou ndo com MSU, HA, progesterona,
vitamina D e silibinina por 18h

serdo utilizadas para avaliagdo das proteinas NLRP1, NLRP3 e caspase-1 pela técnica de Western Blot.Os
resultados serdo analisados por meio de testes ndo-paramétricos com nivel de significancia de 5%.
Participantes da Pesquisa: 40

20 Gestantes normotensas

20 gestantes pré-eclampticas.

Orgamento: R$146,180,00 (bolsa doutorado).

Tempo de execuss&o: Agosto de 2016 a Dezembro 2018.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Folha de Rosto;

Anuéncia Institucional;

Autorizagéo do departamento de Microbiologia e Imunologia

TCLE para gestantes normotensas e para gestantes pré-eclampticas.
Recomendagdes:

Aprovado

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Nao apresenta

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa APROVADO, deliberado em reunido ORDINARIA do CEP de 04/07/2016, sem
necessidade de envio a CONEP.

O CEP solicita aos pesquisadores que ap6s a execugo do projeto em questdo, seja enviado para analise o
“Relatério Final de Atividades”, o qual devera ser enviado via Plataforma Brasil na forma de
“NOTIFICAGAQ”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo i laiRostagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 30/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 710186.pdf 15:00:39
Outros Anuencia.pdf 30/05/2016 |Maria Terezinha Aceito
& 14:59:49 | Serrao Peracoli
Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 04/05/2016 |Maria Terezinha Aceito
10:36:50 | Serrdo Peracoli
Outros Autorizacao_microeimuno.jpg 04/05/2016 |Maria Terezinha Aceito
10:02:24 | Serrdao Peracoli
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.pdf 04/05/2016 |Maria Terezinha Aceito
Brochura 09:47:49 | Serrao Peragoli
Investigador
TCLE/Termos de | Termo_Consentimento_Gestante_normo| 04/05/2016 |Maria Terezinha Aceito
Assentimento / tensa.docx 09:46:06 |Serrdo Peragoli
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de | Termo_Consentimento_Gestante_Porta | 04/05/2016 |Maria Terezinha Aceito
Assentimento / dora_PE.docx 09:45:23 | Serrao Peragoli
Justificativa de
Auséncia
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
BOTUCATU, 05 de Julho de 2016
Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli, s/in
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
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1 mensagem

Ms. Jayne Song/MDP| <jayne.song@mdpi.com> 24 de dezembro de 2018 01:35
Responder a: jayne.song@mdpi.com

Para: Maria Terezinha Peracoli <terezinha.peracoli@unesp.br>
Cc: Mariana Leticia Matias <mariana.l,matias@gmail.com>, Virgini

Dear Professor Peracol,

Thank you very much for your submission. We need to confirm Article
Processing Charge with you. If accepted for Publication, 1800 CHF will
apply to your article. Please let me know your answer, so we can

continue process your manuscript, If you have any question, please fee|
free to let me know.

We look forward to hearing from you.

Best regards,
Jayne Song
Assistant Editor

Newly Released Impact Factor for /Molecules/ (2017): 3.098

Ms. Jayne Song
MDP|

Room 2207, Jincheng Center

Tongzhou District, Beijing 101121, China
Skype: live:581921a7a3628980
www.mdpi.com

Molecules Medicinal Chemistry Symposium 2019: Facing Novel Challenges in
Drug Discovery, 15.17 May 2019, Barcelona, Spain
hnps:/‘/mmcs2019.sciforum.net/'

Disclaimer: The information and files contained in this message are

copy this message in its entirety or in part, or disclose its contents
to anyone.
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Dear Professor Peracoli,

Thank you very much for submitting your manuscript to Molecules:
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We confirm that, if accepted for publication, the following Article
Processing Charges (APC) will apply to your article:

Journal APC: 1800 CHF Total APC: 1800 CHF

participating in the MDP] Institutional Open Access Program (I0AP),
for more information see http://www.mdpi.com/about/ioap.

Please note that reviewer vouchersvmust be applied before acceptance
for publication. Vouchers can no longer be applied once an APC
invoice has been issued. If you have been granted any discounts that

are not displayed here, please contact the Molecules editorial
office as soon as possible.

unlimited access to your published Paper and that you will pay the
Article Processing Charge if your manuscript is accepted.

Thank you in advance for your cooperation. | [ook forward to hearing
from you.

Kind regards, Jayne Song Assistant Editor

Newly Released Impact Factor for /Molecules/ (2017): 3.098 -- Ms.

Jayne Song MDP] Room 2207, Jincheng Center Tongzhou District, Beijing

101121, China Skype: Iive:581921a7a3628980 Www.mdpi.com

Molecules Medicinal Chemistry Symposium 2019: Facing Novel Challenges

in Drug Discovery, 15.17 May 2019, Barcelona, Spain
https://mmc52019.sciforum.net/

Disclaimer: The information ang files contained in this message are
confidential and intended solely for the use of the individual or

picase nolify me and delete this message from your system.
v 1mdy not copy this message in its entirety or in part, or
Husedls contents to anyone.
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