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MENSAGEM 
 
SÓ DEUS PODE 

 
Só Deus pode criar, 

 mas você pode valorizar o que ele criou. 

Só Deus pode dar a vida, 

 mas você pode transmiti-la e respeitá-la. 

Só Deus pode dar a fé, 

 mas você pode dar o seu testemunho. 

Só Deus pode dar a paz, 

 mas você pode semear a união. 

Só Deus pode dar a força,  

 mas você pode apoiar quem desanimou. 

Só Deus pode infundir esperança, 

 mas você pode restituir confiança ao irmão. 

Só Deus pode dar o amor, 

 mas você pode ensinar o seu irmão a amar. 

Só Deus pode dar alegria, 

 mas você pode sorrir a todos. 

Só Deus é o caminho, 

 mas você pode indicá-lo aos outros. 

Só Deus é a luz,  

 mas você pode faze-la brilhar no mundo. 

Só Deus é a vida, 

 mas você pode dar aos outros a alegria de viver. 

Só Deus pode fazer o impossível, 

 mas você sempre poderá fazer o possível. 

Só Deus pode fazer milagres, 

 mas você pode fazer sacrifícios. 

Só Deus pode fazer a semente do bem germinar, 

 mas você pode planta-la no coração humano. 

Só Deus se basta a si mesmo, 

 mas ele preferiu contar com VOCÊ 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A pré-eclâmpsia apresenta-se como complicação em cerca de 5% dos 

partos, sendo importante causa de morte materna e, estando ainda associada com 

aumento do risco de morbidade e mortalidade perinatal(1).É uma doença sistêmica, 

caracterizada por múltiplas alterações do organismo materno, entre as quais se 

destacam disfunção endotelial difusa, aumento da resistência vascular periférica, 

alterações da coagulação, deficiência anti-oxidante, elevação persistente de 

citocinas derivadas de leucócitos maternos e hiperlipidemia(2). 

Segundo Dekker & Sibai(3), a compreensão dos mecanismos 

fisiopatológicos da pré-eclâmpsia tem como base dois aspectos chaves: a invasão 

citotrofoblástica endovascular e o processo de lesão e disfunção da célula 

endotelial. Assim, esses autores propõem quatro hipóteses para explicar a 

fisiopatologia da pré-eclâmpsia: isquemia da placenta, balanço entre lipoproteínas 

de baixa densidade e fatores de prevenção da toxicidade, má adaptação 

imunológica e caráter genético. 

A hipótese de má adaptação imunológica está fundamentada em 

trabalhos, que sugerem ser essa doença causada por resposta imune materna 

anormal ao desafio antigênico determinado pelo enxerto fetal (4,5). 

O sucesso da implantação e desenvolvimento da placenta depende, em 

grande parte, do equilíbrio entre interações imunes, protetoras e supressoras, 

provavelmente mediado por citocinas secretadas na interface materno-fetal (6). 
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As citocinas estão envolvidas na resposta imunológica, em reações 

inflamatórias, no controle da resposta imune materna e no desenvolvimento feto-

placentário (7,8,9). Portanto, podem facilitar ou prejudicar a implantação e evolução 

da gravidez normal, dependendo do tipo presente, da concentração e do tempo de 

secreção em relação ao estágio de diferenciação do tecido alvo, com potencial 

reprodutivo(10). Uma vez que as citocinas estão envolvidas no controle da resposta 

imune e também têm papel no desenvolvimento fetal, sua liberação a partir da 

placenta, como conseqüência de alterações na resposta imune materna, pode 

preceder a cascata de reações fisiopatológicas observadas na pré-eclâmpsia.  

Diferentes citocinas, como Interleucina-1 (IL-1), IL-2, fator de crescimento 

da epiderme (EGF), fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF), fator 

transformador do crescimento beta (TGF-β) e fator de necrose tumoral-alfa  

(TNF-α), podem estar envolvidas na invasão trofoblástica (11,12,13,14,15,16).   

A lesão e disfunção da célula endotelial são eventos comuns a todos 

os achados patológicos da pré-eclâmpsia, como a diminuição na síntese de 

prostaciclina, aumento da resistência vascular periférica e da agregação de 

plaquetas. O fator desencadeante desses distúrbios endoteliais permanece 

desconhecido. Entretanto, a disfunção endotelial na pré-eclâmpsia parece estar 

associada à liberação excessiva de citocinas pró-inflamatórias e de radicais livres 

oxidantes, produzidos por leucócitos ativados, que são a principal fonte dessas 

substâncias na pré-eclâmpsia (3, 9,17).   

A origem dos fatores que causam a disfunção da célula endotelial não 

está esclarecida, mas as evidências apontam para a placenta (18).  
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Redman et al.(19), em artigo de revisão, sugerem que a disfunção 

endotelial é parte de uma reação inflamatória intravascular generalizada, que 

envolve leucócitos intravasculares bem como os sistemas de coagulação e 

complemento. Assim, afirmam que uma resposta inflamatória está presente na 

gestação normal e que as diferenças entre esta e a pré-eclâmpsia são menos 

surpreendentes que aquelas entre gestação normal e estado não-gestacional. A 

pré-eclâmpsia aconteceria quando a resposta inflamatória intravascular materna à 

gravidez descompensa. Faas & Schuiling (1) acreditam que quando o zigoto não 

consegue regular a resposta inflamatória, esta pode persistir e tornar-se 

generalizada, determinando a manifestação dos sinais de pré-eclâmpsia, que 

desapareceriam com o término da gestação. Esta falta de condições do zigoto em 

regular a resposta inflamatória própria da gestação, seria decorrente ou de uma 

anormalidade, como exemplo a trissomia do cromossoma 13 (20,21), ou mesmo que 

o zigoto seja normal, a resposta inflamatória materna seria muito intensa para o 

controle do zigoto.  

Esses resultados confirmam que a pré-eclâmpsia é uma patologia relacionada a 

problemas na placentação, resultante de uma ativação anormal do sistema imune 

inato, que pode desempenhar papel importante na etiologia da pré-eclâmpsia.  A 

ativação excessiva de monócitos e granulócitos intravasculares e de macrófagos, 

descrita na pré-eclâmpsia sugere que a ativação do sistema imune inato pode 

também causar problemas na progressão da gestação.    

A literatura tem sugerido que a pré-eclâmpsia é o resultado de uma 

resposta inflamatória materna, que inclui ativação de células inflamatórias como 
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monócitos e granulócitos, bem como ativação de células endoteliais, que na 

verdade fazem parte do sistema inflamatório (19, 22, 23, 24, 25,).    

Vários autores sugerem que monócitos e macrófagos ativados podem 

estar envolvidos nos mecanismos fisiopatológicos da pre-eclampsia (23, 26, 27). 

Segundo Oian et al.(22), o aumento da síntese de tromboplastina por estas células, 

estimuladas ou não com endotoxinas são evidências da ativação de monócitos de 

gestantes com pre-eclampsia. Os autores sugerem que essa atividade pode ser 

decorrente da ativação do sistema complemento, uma vez que a síntese de 

tromboplastina depende da presença desse sistema. Haeger et al.(23) 

demonstraram na pré-eclâmpsia a ativação do sistema complemento, 

representada por níveis séricos elevados de C5 e do complexo C5b-9, além da 

ativação de neutrófilos e monócitos, detectada pela maior produção de elastase e 

neopterina respectivamente, presentes na circulação sistêmica. Os autores 

sugerem que as manifestações patológicas da pré-eclâmpsia grave podem ser 

resultantes da ativação do sistema complemento sobre a função dos leucócitos 

polimorfonucleares e monócitos. A ativação de monócitos/macrófagos pelos 

componentes C5a e C5b-9 induziria maior produção de citocinas, que atuariam 

como mediadores endógenos potentes na inflamação. Na pré-eclâmpsia grave, as 

citocinas IL-10, IL-6 e TNF-α, poderiam participar na quimiotaxia e na ativação de 

neutrófilos, determinando as lesões intravasculares observadas nessa doença (24). 

Outras evidências da ativação de granulócitos e monócitos na pré-eclâmpsia 

foram descritas recentemente por Sacks et al.(25). Os autores encontraram 

aumento na expressão de marcadores de ativação na superfície de leucócitos do  
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sangue periférico, assim como na produção de reativos intermediários de oxigênio 

por essas células. 

Monócitos e macrófagos são considerados fontes importantes de 

citocinas após serem ativados. Os principais mecanismos pelos quais essas 

células podem ser ativadas são: 1) em consequência da interação com 

microrganismos e seus produtos, tais como endotoxinas e componentes da 

parede celular (28); 2) através de citocinas como interferon-gama (IFN-γ) (29), fator 

estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e, TNF-α (30,31). 

Uma das alterações metabólicas que ocorrem após ativação do macrófago é o 

aumento das atividades microbicida, fagocítica e citotóxica (32,33). Essas alterações 

envolvem também modificações bioquímicas(34), aumento da capacidade de 

aderência, espraiamento sobre superfícies de vidro (35,36), expressão de moléculas 

de classe II (28), produção de peróxido de hidrogênio, óxido nítrico e síntese de 

citocinas inflamatórias como  Interleucina 1 (IL -1), IL-6, IL -8 e TNF-α (37).  

Os macrófagos e monócitos, além de serem fontes importantes de citocinas 

inflamatórias como TNF-α, IL-1, IL -6, IL-8 e IL-12 são responsáveis também pela 

produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e fator beta transformador do 

crescimento (TGF-β1). Todas essas citocinas apresentam atividade estimuladora 

ou supressora sobre os macrófagos e linfócitos, interagindo com os receptores 

específicos, presentes nessas células, modulando sua função (38). Citocinas como 

IFN-γ,  TNF-α, IL-1, IL -8 e GM-CSF são importantes no processo de ativação 

macrofágica, enquanto outras como IL -6, IL-10 e TGF-β1 são fatores de 

desativação do macrófago (39,40). O balanço na produção de citocinas supressoras 
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e estimuladoras pode interferir tanto na resposta imune específica como 

inespecífica. 

Assim, para conter a resposta inflamatória e a ativação de 

monócitos/macrófagos são produzidas citocinas anti-inflamatórias, capazes de 

suprimir a produção de várias citocinas. Nos casos em que o estímulo é 

persistente, este controle pode ser deficiente e pouco eficaz. Dentre as citocinas 

anti-inflamatórias, produzidas por monócitos e macrófagos, a IL -10 é capaz de 

diminuir a produção de IL -1β, TNF-α, IL-6 e IL-8 em monócitos/macrófagos 

estimulados com LPS através da degradação de mRNA enquanto que o TGF-β1 

inibe a transcrição do mRNA (41).  

O efeito supressor da IL-10 sobre os monócitos/macrófagos pode ser 

amplificado em combinação com outras citocinas como a IL-4 e TGF-β1. Essas 

citocinas agem sinergicamente com a IL-10 diminuindo a atividade microbicida (41). 

A supressão de macrófagos/monócitos pelo TGF-β1 causa diminuição 

da aderência, do espraiamento e da produção de H2O2, TNF-α, IL-1α , IL-1β  e IL-

6. A diminuição na produção de TNF-α e IL -1β pode ser acentuada quando os 

macrófagos são colocados sob ação de outras citocinas supressoras como IL-10 e 

IL-6 (42,43). A principal fonte de TGF-β1 durante a inflamação são os macrófagos(44), 

havendo necessidade de  ativação dessas células por estímulos, como LPS, para 

ocorrer produção de TGF-β1 ativo no sobrenadante (45).  

As citocinas IL-6, IL -10 e o TGF-β1 são considerados fatores de 

desativação de macrófagos (40), sendo que o TGF-β apresenta importante 

atividade supressora sobre essas células. Esse peptídeo é capaz de inibir a 
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atividade lítica de macrófagos, devido à supressão da síntese de reativos 

intermediários de oxigênio (40) e do nitrogênio (46). Além disso, o TGF−β1 apresenta 

atividade inibidora sobre a produção e síntese de IL-1-β e TNF-α (42,47).  

Na literatura, a pesquisa de TNF-α em mulheres com PE tem mostrado 

resultados conflitantes, ao serem relatados tanto níveis semelhantes aos da 

gestação normal (48,49,50,51,52,53,54), como significativamente aumentados em relação 

às mesmas (7,8,9,17,24,55,56,57,58,59,60). Peraçoli (61) avaliou a produção do TNF-α em 

gestantes com PE, determinando os níveis plasmáticos maternos e a capacidade 

de produção dessa citocina por monócitos estimulados com LPS. Comparando 

gestantes normais e com PE encontrou níveis aumentados de TNF-α no plasma 

materno e produzidos por monócitos, estimulados ou não com LPS. Esses 

resultados demonstram o estado de ativação dessas células in vivo. 

Também em relação à produção de citocinas anti-inflamatórias a 

literatura mostra resultados conflitantes. São relatados níveis de IL -10 

semelhantes (17,62), aumentados (63) e diminuídos (64,65), quando comparadas 

gestantes com pré-eclâmpsia e gestantes normais. Por outro lado, a avaliação do 

TGF−β1 no plasma de gestantes com pré-eclâmpsia, mostra níveis mais elevados 

em comparação com a gestação normal, porém não se correlacionando com a 

gravidade da patologia (66). Além disso, a detecção dessas citocinas foi realizada 

apenas no plasma materno, não havendo pesquisa de sua produção por 

monócitos, tanto na gestação normal como na pré-eclâmpsia.      

Apesar da literatura tentar associar os níveis de citocinas com a pré-

eclâmpsia ou suas formas graves, o grande questionamento é se esses 
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mediadores atuariam como fator desencadeante da doença ou seriam produtos 

da mesma, agindo apenas como fator de desenvolvimento das suas diferentes 

manifestações clínicas e laboratoriais. 

Considerando que monócitos de gestantes normais e com pré-

eclâmpsia se encontram ativados e assumem grande importância como células 

efetoras na produção de citocinas, o estudo da atividade dessas células poderia 

contribuir para melhor conhecimento de sua participação na gestação normal e na 

fisiopatologia da pré-eclâmpsia. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 
 
 
 
 Estudar a atividade de monócitos em gestantes normais e em portadoras de 

pré-eclâmpsia, avaliadas no terceiro trimestre da gestação. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

- Quantificar e comparar a produção das citocinas IL -10, TNF-α e TGF-β1 em 

sobrenadante de cultura de monócitos, estimulados ou não com 

lipopolissacáride de Escherichia coli, em mulheres não gestantes, gestantes 

normais e gestantes com pré-eclâmpsia. 

 

 

- Quantificar e comparar a atividade fungicida de monócitos de sangue periférico 

contra Candida albicans, em mulheres não gestantes, gestantes normais e 

gestantes com pré-eclâmpsia. 

 

 

- Quantificar e comparar a liberação de água oxigenada por monócitos de 

sangue periférico, em mulheres não gestantes, gestantes normais e gestantes 

com pré-eclâmpsia. 
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3. SUJEITOS E MÉTODOS 

3.1. Desenho do estudo 

Foi conduzido um estudo observacional prospectivo.  

 

3.2. Seleção dos sujeitos 

As gestantes portadoras de pré-eclâmpsia foram selecionadas da 

população de mulheres internadas na Maternidade do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP.  

As gestantes normais foram selecionadas da população de mulheres 

acompanhadas no Ambulatório de Pré-natal do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP.  

As não gestantes foram escolhidas ao acaso, na população de 

mulheres atendidas no Ambulatório de Prevenção do Câncer Ginecológico do 

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

Para compor a casuística do estudo foi considerada elegível a gestante 

que preencheu os critérios de inclusão relacionados abaixo.  

 

3.3. Critérios de inclusão 

3.3.1. Gestantes normais 

Ser primigesta, normotensa, com gestação única e idade gestacional 

entre 28 e 40 semanas.  
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3.3.2. Gestantes hipertensas    

Ser primigesta, com gestação única, idade gestacional entre 28 e 40 

semanas e apresentar hipertensão arterial associada com proteinúria (pré-

eclâmpsia). 

 

3.3.3. Não gestantes  

Ser nulípara, não estar grávida e pareada por idade com o grupo de 

gestantes.  

 

3.4. Critérios de exclusão 

3.4.1. Gestantes  

Presença de intercorrências clínicas ou obstétricas e trabalho de parto. 

 

3.4.2. Não gestantes  

Presença de intercorrências clínicas. 

Ao final deste processo as pacientes elegíveis foram esclarecidas sobre 

o propósito do estudo e convidadas a participarem do mesmo. Ao aceitarem 

assinavam termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).      
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3.5. Variáveis 

Para todas as gestantes foram obtidos os seguintes dados: idade, idade 

gestacional, pressão arterial, dosagem de proteinúria e de citocinas (TNF-α, IL-10, 

TGF-β) produzidas por monócitos com e sem estímulo por LPS. Para as mulheres 

não gestantes foram obtidos os seguintes dados: idade, pressão arterial e 

dosagem de citocinas (TNF-α, IL-10, TGF-β) produzidas por monócitos, com e 

sem estímulo por LPS. Além disso, tanto para mulheres normais como para as 

gestantes, foi avaliada a atividade fungicida de monócitos contra Candida albicans 

e a produção de H2O2 por essas células.  

 

3.6. Conceitos 

3.6.1. Idade gestacional 

A idade gestacional foi determinada pela data da última menstrução 

e/ou ultra-som realizado no início da gestação. 

 

3.6.2. Hipertensão arterial 

Foi considerada hipertensão arterial quando o valor da pressão arterial, 

após duas ou mais medidas sucessivas, por esfigmomanômetro, estando a 

paciente sentada, manteve-se em valores iguais ou superiores a 140 x 90 mmHg. 
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3.6.3. Proteinúria 

A proteinúria foi quantificada em mg/24h, por método colorimétrico, no 

sistema de automação Technicon RAXT, do Laboratório de Análises Clínicas do 

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

 

3.6.4. Pré-eclâmpsia 

 As gestantes tiveram diagnóstico de pré-eclâmpsia quando, sem 

história de hipertensão arterial prévia à gestação, permaneceram normotensas na 

primeira metade da mesma, manifestando após a 20a semana, hipertensão arterial 

associada à proteinúria. Considerou-se proteinúria quando, em urina de 24 horas, 

foram detectados pelo menos 300 mg de proteína.   

 

3.7. Momento e técnica da colheita das amostras para dosagem dos 

parâmetros bioquímicos 

3.7.1. Citocinas  

3.7.1.1. Gestantes 

As amostras de sangue, para dosagem de TNF-α, IL-10 e TGF-β1, 

foram obtidas no terceiro trimestre da gestação. Foram colhidos 10 mL de sangue 

periférico por punção venosa, em tubo estéril contendo 10 U/mL de heparina 

(Liquemine Roche). 
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3.7.1.2. Não gestantes 

As amostras de sangue, para dosagem de TNF-α, IL-10 e TGF-β1, 

foram obtidas uma única vez. Foram colhidos 10 mL de sangue periférico por 

punção  venosa, em tubo estéril contendo 10 U/mL de heparina (Liquemine 

Roche). 

 

3.7.2. Proteinúria 

A urina para dosagem de proteinúria foi obtida na gestação, no dia da 

colheita de sangue para dosagem de citocinas. Foi colhida e armazenada em 

frascos devidamente preparados, durante o período de 24 horas. 

 

 

3.8. Isolamento e cultura de monócitos 

 

 Sangue periférico de mulheres normais, gestantes normais e com pré-

eclâmpsia foi colhido por punção venosa, sendo 10 mL colocados em tubo estéril, 

contendo 20U/mL de heparina (Liquemine, Roche). O plasma foi obtido por 

centrifugação a 200 x g por 10 min a 4 °C e as células mononucleares 

recuperadas por meio de separação em gradiente de Ficoll-Hypaque, segundo 

técnica descrita por Böyum (67). O anel rico em linfócitos e monócitos foi lavado 

inicialmente com solução gelada de EDTA/PBS, 0,01M por centrifugação a 200 x g 

durante 10 min e logo após, com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Chemical Co. 

USA) por mais 10 min a 200 x g. Após esse período, a suspensão celular foi 

ressuspensa em meio de cultura RPMI suplementado com 2 mM de L-glutamina 
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(Sigma Chemical Co., USA), 40 µg/mL de gentamicina e 10% de soro AB humano 

inativado (RPMI completo), sendo a identificação e a viabilidade das células 

estimadas por incorporação pelo vermelho neutro. Para isso, foram incubados 50 

µL da suspensão celular com 450 µL de vermelho neutro a 0,02% durante 10 min 

a 37 °C. Os monócitos foram identificados pela incorporação do corante e a 

concentração celular ajustada para 1x106 monócitos viáveis/mL, após contagem 

em câmara hemocitométrica. A seguir a suspensão celular foi distribuída em 

placas de cultura de 24 orifícios (Linbro, Flow Lab, USA) e após 60 min de 

incubação a 37 °C, em tensão de 5% de CO2, as células não aderentes foram 

eliminadas através de lavagem das placas com pipeta Pasteur. Um volume de 1 

mL de meio RPMI completo foi adicionado a cada orifício da placa, para o cultivo 

dos monócitos. 

 

 

3.9. Obtenção de sobrenadantes de cultura de monócitos 

 

Os monócitos obtidos conforme descrito no ítem anterior foram incubados a 

37 °C, em tensão de 5% de CO2, na ausência (cultura controle) ou presença de 10 

µg/mL de lipopolissacáride de Escherichia coli, O55B5 (cultura teste). Após 24 

horas os sobrenadantes foram aspirados, centrifugados a 400 x g e, alíquotas  

desse material,  conservadas a –70 °C até o momento de sua utilização para 

dosagem das citocinas. 
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3.10. Dosagem de citocinas 

  

A pesquisa de citocinas em sobrenadantes de cultura de monócitos, 

estimulados ou não com LPS, foi realizada pela técnica de ELISA, utilizando-se 

placas de 96 orifícios e fundo plano (Maxsorb-NUNC) e anticorpos monoclonais e 

policlonais anti-citocina específica. As concentrações dos anticorpos, utilizadas 

nas reações, foram as recomendadas pelo fabricante. 

 

 3.10.1. Dosagem de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) 

 

As placas foram sensibilizadas por 18 h a 5oC com anticorpo monoclonal 

(Genzyme, Corp. Boston, MA), diluído em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS), pH 7,2. Após este período os orifícios foram lavados 4 vezes com 300 µL 

de solução salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,2, contendo Tween 20 a 

0,05% (PBST). O bloqueio da placa foi realizado colocando-se em cada orifício 

300 µL de PBST contendo 1% de soro albumina bovina (BSA – Sigma Chemical 

Co., USA), 5% de sacarose e 0,05% de azida sódica (NaN3), à temperatura 

ambiente por 2 h. A seguir, a placa foi lavada conforme descrito acima e 100µL 

dos sobrenadantes gerados e dos padrões de citocinas recombinantes, em 

diferentes concentrações, foram adicionados à placa. Após 18 h de incubação a 

5oC e nova lavagem da placa, o anticorpo revelador policlonal anti-citocina 

(Genzyme, Corp. Boston, MA) foi adicionado e incubado por 2 h à temperatura 

ambiente. A placa foi lavada novamente com PBST e adicionado  100 µL de 

anticorpo de cabra anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase (Nordic 
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Immunology, The Netherlands) na diluição de 1:8000 em PBST, seguindo-se 

incubação à temperatura ambiente por 60 min e lavagem da placa com PBST. 

Após esses procedimentos, adicionou-se 100 µL do substrato enzimático, 

contendo 10µL de H2O2 a 30 % (Sigma Chemical Co., USA), diluídos em 12,5 mL 

de tampão citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 e 5 mg/mL do revelador 

ortofenilenodiamina (Sigma Chemical Co., USA). As placas foram incubadas à 

temperatura ambiente por 15 min. O bloqueio da reação foi realizado por adição 

de 50 µL de ácido sulfúrico 2M e a leitura da placa realizada em leitor de ELISA 

com comprimento de onda de 492 nm. A concentração de TNF-α nas amostras foi 

calculada utilizando-se curva padrão, obtida com TNF-α recombinante (Genzyme, 

Corp. Boston) empregado em concentrações variando de 31,25 pg/mL  a 2000 

pg/mL.  

 

3.10.2. Dosagem de Interleucina 10 (IL-10)  

As placas foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti -IL-10 (R & D 

Systems), na concentração de 2µg/mL, diluído em PBS, por um período de 18 h a 

5oC. Após a sensibilização a placa foi lavada com PBST, bloqueada com PBST 

contendo 5% de sacarose, 1% de BSA e 0,05% de azida sódica (NaN3). O período 

de bloqueio foi de 2 h à temperatura ambiente, seguindo-se 4 lavagens da placa 

com 300 µL de  PBST. As amostras testes foram colocadas nos orifícios e 

incubadas por 2 h à temperatura ambiente. Ao mesmo tempo a IL -10 

recombinante (R & D Systems) foi diluída em tampão Tris-salina (Trizma-base 

20mM, NaCl 150mM ) adicionado de 0,1% de soro albumina bovina (BSA) e, 
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concentrações variando de  15,6 a 2000 pg/mL, foram colocadas na placa para 

obtenção da curva padrão do ensaio.  

Após a retirada das amostras da placa e posterior lavagem, adicionou-se 

100 µL de anticorpo anti-IL-10 conjugado com biotina (R & D Systems), com 

posterior incubação de 2 h à temperatura ambiente. A placa foi então lavada 4 

vezes com PBST e incubada com  streptoavidina conjugada com peroxidase 

(Sigma Chemical Co., USA), na concentração de 1:10000 por 60 min a 37oC.  

O substrato utilizado foi o mesmo descrito para dosagem de TNF-α. O 

tempo de reação foi de 30 min e o bloqueio realizado com ácido sulfúrico 2 M. A 

leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA com comprimento de onda de 492 

nm. 

 

3.10.3. Dosagem do Fator Transformador do Crescimento beta 1 (TGF-β1) 

 

Para permitir a ligação do TGF-β1, presente nas amostras, ao receptor 

específico adsorvido à placa, os sobrenadantes passaram por um processo de 

acidificação. Assim, adicionou-se 20 µL de HCl 1N para cada 100 µL de amostra, 

seguindo-se de homogeneização e incubação por 10 min à temperatura ambiente. 

Após este período as amostras foram neutralizadas com 20 µL de NaOH 1,2N 

com 0,5M de Hepes. 

A sensibilização da placa foi realizada adicionando-se 100µL de receptor 

para TGF-β1 (sRII/quimérico - R & D System) na concentração de 150 ng/mL e 

incubação por 18 h à temperatura de 5oC. Após este período a placa foi lavada 4 
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vezes com 300 µL de PBST e bloqueada com PBS 5% de Tween 20 adicionado 

de 5% de sacarose e 0,05% de NaN3 por um período de 2 h à temperatura 

ambiente. A seguir, as placas foram lavadas 4 vezes com 300 µL de PBST, sendo 

adicionadas as amostras e TGF-β1 recombinante (R & D System), em 

concentrações variando de 31,25 a 2000 pg/mL. Essa citocina foi  diluída em 

Opticlear, tampão recomendado pelo fabricante, colocado na placa em volumes de 

100 µL, seguindo-se incubação por 2 h à temperatura ambiente.   

As amostras testes foram previamente acidificadas para serem submetidas 

à dosagem. Após 2 h de incubação as placas foram lavadas com PBST, sendo 

adicionado anticorpo anti -TGF-β1 biotinilado (R & D System). As condições de 

incubação com avidina, substrato e a leitura da reação foram semelhantes às 

descritas para dosagem de IL-10. 

 

3.11. Determinação da liberação de água oxigenada (H2O2) por monócitos 

 

 A produção de H2O2 foi determinada segundo o método descrito por Pick & 

Keisari (68) e adaptado por Pick & Mizel (69). 

 As células mononucleares do sangue periférico de pacientes e de 

indivíduos controles foram obtidas de acordo com o ítem 3.8. A concentração 

celular foi ajustada para 2x106 células totais/mL e 100 µL dessa suspensão 

(2x105) foram distribuídos em placas de culturas de células de fundo plano, 

contendo 96 orifícios, incubadas por 60 min à 37 ºC em tensão de 5% de CO2. 

Após este período, as células não aderentes foram retiradas e a placa lavada 2 
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vezes com meio RPMI. Em seguida, foram adicionados em cada orifício 100 µL de 

solução tampão contendo: 140 mM de NaCl; 10 mM de tampão fosfato, pH 7; 5,5 

mM de dextrose; 0,56 mM de vermelho fenol; 0,01 mg/mL de peroxidase tipo ll 

(Sigma, Chemical Co USA) e 1 mg de "Phorbol Mirestate Acetate" (PMA). Após 60 

min a 37 °C a reação foi interrompida pela adição de 10 µL de NaOH 1N. As 

amostras foram ensaiadas em quadruplicata. A absorbância foi determinada em 

leitor automático de ELISA, com filtro de 620 nm, com um branco constituído de 

solução de vermelho fenol e NaOH 1N. 

 Os resultados foram expressos em nanomoles de H2O2/2x105 células, a 

partir de curva padrão que foi estabelecida em cada ensaio, constituída com 

concentrações molares conhecidas de H2O2 em tampão vermelho fenol. 

 

3.12. Cultivo da Candida albicans 

  

Foi utilizada a cepa H1585 de Candida albicans, mantida no Laboratório de 

Micologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de 

Biociências do Campus de Botucatu, através  de  cultivo  em  meio  Sabouraud a 

37 ºC em tubos de 20 x 20 mm. As culturas foram empregadas após 24 horas de 

cultivo. 

 

 

3.13. Atividade Fungicida de Monócitos contra Candida albicans  

  

Após a realização da cultura de monócitos (conforme descrito no item 3.8). 

A concentração celular foi ajustada para 2x106 células totais/mL e foi adicionada à 
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cultura uma suspensão de C. albicans preparada em meio RPMI contendo 10% 

(v/v) de soro AB fresco, na proporção de 1 fungo para cada 25 monócitos (cultura 

experimental), sendo a cultura incubada por 2 horas e 30 min a 37 ºC em tensão 

de 5% de CO2. Alguns orifícios da placa de cultura receberam apenas as 

suspensões controles do fungo em concentrações equivalentes às utilizadas na 

incubação com as monocamadas de monócitos (cultura controle). 

 Em seguida, as culturas experimental e controle foram submetidas à 

diversas lavagens com um volume de água destilada estéril, procedimento que 

permite o crescimento de, no máximo, 200 colônias de fungo por placa, tornando a 

leitura das mesmas mais sensíveis. Dessa suspensão em água destilada foram 

semeados 0,1 mL contendo fungos viáveis ou não, em triplicatas, em placas 

contendo meio de ágar infusão de cérebro e coração (BHI –Difco) com incubação 

a 37 ºC por 24h. A atividade fungicida foi expressa pela seguinte fórmula: 

 

Atividade Fungicida = 1 – [média das culturas experimentais / média culturas 

controle] x 100   

 

 

3.14. Análise estatística 

 

Os resultados foram analisados empregando-se testes não paramétricos. 

Na comparação entre os níveis de citocinas detectados em sobrenadantes das 

culturas de monócitos estimuladas ou não com LPS, tanto para mulheres normais 

como para gestantes normais e com pré-eclampsia, adotou-se o teste de Wilcoxon 
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para amostras pareadas. Na análise comparativa entre os níveis de citocinas, 

produção de H2O2 e atividade fungicida de monócitos contra C.albicans  foram 

utilizados os teste de Kruskal-Wallis para a análise entre os 3 grupos estudados e 

o teste U de Mann-Whitney para amostras independentes, na comparação entre 

gestante normais e portadoras de pré-eclampsia. Todas as análises estatísticas 

foram realizadas de acordo com Godfrey (70) e o nível de significância adotado 

para todos os testes foi de 5%. 

 

3.15. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

 

 Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas 

quanto à finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento 

esclarecido, sendo o projeto aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa, da 

Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (Anexo 2). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS GRUPOS ESTUDADOS 

Do presente estudo participaram 25 mulheres normais não grávidas 

(MN) e 50 gestantes primigestas, sendo 20 normais (GN) e 30 com pré-eclâmpsia 

(PE).  

Na Tabela 1 são apresentadas as características clínicas da população 

estudada, representadas pela mediana e valores mínimo e máximo de idade, 

idade gestacional e proteinúria. Em relação à idade não foi observada diferença 

estatística entre os grupos analisados. Entre os grupos de gestantes, a idade 

gestacional também não apresentou diferença significativa. Somente as gestantes 

com pré-eclâmpsia apresentaram proteinúria, cuja mediana foi de 1600 mg, com 

variação entre 300 mg e 16000 mg.      
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Tabela 1 – Características clínicas das mulheres não gestantes (MNG), 

gestantes normais (GN) e com pré-eclâmpsia (PE). 

 

  GRUPOS   

 MN GN PE  

Características (n= 25) (n= 20) (n= 30) Significância* 

 
Idade 
(anos) 

 
22 

(19-36) 

 
19 

(16–30) 

 
21 

(16–39) 

 
NS 

 
Idade 

gestacional 
(semanas) 

 
_____ 

 

 
34 

(26–38) 

 
35 

(27–40) 

 
NS 

 
Proteinúria 
(mg/24 horas) 

 
Negativa 

 
Negativa 

1600 
(300 – 16000) 

 

 
 Os resultados são expressos em mediana, com os valores mínimo e máximo 

entre parênteses.  
  * (p<0,05) Kruskal-Wallis (ANOVA)   
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4.2. NÍVEIS DE TNF-α  PRODUZIDOS POR MONÓCITOS DE MULHERES 

NORMAIS, GESTANTES NORMAIS E COM PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

Na tabela 2 estão expressas as medianas com os valores mínimo e máximo 

obtidos no estudo da produção de TNF-α por monócitos, estimulados ou não com 

LPS em mulheres normais não grávidas (MN), gestantes normais (GN) e em 

gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE). Os valores dessa citocina 

apresentaram aumento significativo após estímulo dos monócitos com LPS, em 

todos os grupos analisados (Tabela 1 - teste de Wilcoxon).  

A comparação entre os três grupos, com relação aos níveis endógenos de 

TNF-α, detectados no sobrenadante de monócitos cultivados sem estímulo, 

mostra valores significativamente mais elevados nas gestantes normais e nas com 

pré-eclampsia em comparação ao grupo de mulheres normais, sugerindo que os 

monócitos se encontram ativados durante a gestação.  A comparação entre GN e 

PE pelo teste de Mann-Whitney não mostrou diferença significativa entre esses 

dois grupos. (Figura 1). 

Após estímulo dos monócitos com LPS, verifica-se que os níveis de  TNF-α 

produzidos pelo grupo de gestantes normais foram significativamente mais 

elevados em comparação a mulheres normais, não grávidas e gestantes com pré-

eclampsia (Figura 1).  

 

 

 



Resultados 
 

 
 
 

65

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 – Níveis de TNF-α  produzidos por monócitos, estimulados ou não 

com lipopolissacáride (LPS), em mulheres normais (MN), gestantes 

normais (GN) e com pré-eclâmpsia (PE).  

 

 TNF-α  (pg/mL)  

GRUPOS 
Sem estímulo Estímulo com LPS Significância * 

MN 
(n = 25) 

166,3 
(56,1– 382,7) 

1028,9 
(487,1 – 1264,7) 

p< 0,0001 

 

GN 
(n = 20) 

710,0 
(89,0 – 1716,0) 

1840,0 
(1086,0 – 3088,0) 

p< 0,0001 

 

PE 

(n = 30) 

644,5 

(119,0 – 2307,0) 

1423,5 

(328,0 – 2718,0) 

p< 0,0001 

 

 
      

Os valores estão representados pela mediana e valores mínimo e máximo, entre 
parênteses  

         * teste de Wilcoxon 

 
 
 
 
 



Resultados 
 

 
 
 

66

 
 
 
 
 
 
 
 

MN                   GN                   PE

CONTROLE
3000

2500

2000

1500

1000

500

0

T
N

F
-α

 (
pg

/m
L)

MN                     GN                     PE

T
N

F
-α

 (
pg

/m
L)

0

500

1000

1500

2000

2500

3000
sem estímulo estimulado com LPS

 
 
 

Figura 1- Box-plot representando os níveis de TNF-α produzidos por 

monócitos estimulados ou não com lipopolissacáride (LPS) em 

mulheres normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-eclâmpsia 

(PE). Os quadrantes superior e inferior representam os percentis 75 e 

25 respectivamente e, o traço horizontal a mediana de cada grupo. As 

barras de erro representam os percentis 90 e 10. 

* (p < 0,01) GN, PE x MN – Kruskal-Wallis (ANOVA) 

+ (p < 0,05) GN x PE – Teste U de Mann-Whitney 

 

* 
* 

* 
* 
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4.3. NÍVEIS DE IL-10 PRODUZIDOS POR MONÓCITOS DE MULHERES 

NORMAIS, GESTANTES NORMAIS E COM PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

Os níveis de IL-10 detectados no sobrenadante de cultura de monócitos 

obtidos de mulheres normais, estimulados ou não com LPS, foram 

significativamente mais baixos quando comparados aos produzidos pelas 

gestantes normais e com pré-eclampsia (Tabela 3 e Figura 2). 

Após estímulo das culturas com LPS observou-se a produção de níveis de 

IL-10 significativamente mais elevados nas culturas de monócitos obtidos dos três 

grupos estudados, em comparação as culturas não estimuladas (Tabela 2 – teste 

de Wilcoxon).  
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Tabela 3 – Níveis de IL-10 produzidos por monócitos de mulheres 

normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-eclâmpsia (PE).  

 

 IL-10 (pg/mL)  

GRUPOS Sem estímulo Estímulo com LPS Significância * 

MN 
(n = 25) 

294,7 
(0 – 585,5) 

873,7 
(2116,8 – 2499,1) 

p< 0,0001 

 

GN 
(n = 20) 

1330,0 
(166,0 – 7452,0) 

5456,0 
(579,0 – 14163,0) 

p< 0,0001 
 

PE 

(n = 30) 

1414,0 

(166,0 – 11860,0) 

2850,0 

(82,0 – 17199,0) 

p< 0,0001 

 

 

Os valores estão representados pela mediana e valores máximo e mínimo.  

* teste de Wilcoxon 
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Figura 2- Box-plot representando os níveis de IL-10 produzidos por 

monócitos estimulados ou não com lipopolissacáride (LPS) em 

mulheres normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-eclâmpsia 

(PE). Os quadrantes superior e inferior representam os percentis 75 e 

25 respectivamente e, o traço horizontal a mediana de cada grupo. As 

barras de erro representam os percentis 90 e 10. 

 * (p < 0,01) GN, PE x MN – Kruskal -Wallis (ANOVA) 

 

* 
* 

* *
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4.4. NÍVEIS DE TGF-β 1 PRODUZIDOS POR MONÓCITOS DE MULHERES 

NORMAIS, GESTANTES NORMAIS E COM PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

Na Tabela 4 estão expressas as medianas com os valores mínimo e 

máximo obtidos no estudo da produção de TGF-β1 por monócitos estimulados ou 

não com LPS em mulheres normais não grávidas (MN), gestantes normais (GN) e 

gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (PE). Os níveis endógenos dessa citocina, 

produzidos nas culturas, não estimuladas, foram significativamente mais elevados 

nos grupos de gestantes normais e de gestantes com pré-eclâmpsia, em 

comparação aos obtidos em mulheres normais (Tabela 4 e Figura 3).  

Após o estímulo das culturas de monócitos com LPS, apenas o grupo de 

mulheres normais apresentou níveis de TGF-β1 significativamente mais elevados 

(teste de Wilcoxon, Tabela 4). Nos grupos de gestantes normais e com pré-

eclâmpsia a produção de TGF-β1 pelos monócitos, após estímulo com LPS, 

mostrou níveis semelhantes aos endógenos da citocina, não havendo diferença 

significativa entre os valores obtidos antes e após estímulo com LPS (Figura 3). 

Os níveis de TGF-β1, obtidos após cultivo com LPS e produzidos por 

monócitos de gestantes normais, não apresentaram diferença significativa em 

relação aos detectados nas culturas de monócitos de gestantes com pré-

eclâmpsia. Esses resultados sugerem que as células de ambos os grupos de 

gestantes já se encontravam ativadas in vivo, não sendo estimuladas in vitro 

quando do cultivo com LPS (Figura 3). 
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Tabela 4 – Níveis de TGF-β 1 produzidos por de monócitos de mulheres 

normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-eclâmpsia (PE).  

 

 TGF-β 1 (pg/mL)  

GRUPOS Sem estímulo Estímulo com LPS Significância * 

MN 

(n = 25) 
 

401,1 

(112,8– 708,0) 

1173,1 

(744,3 – 1866,5) 

p< 0,0001 

 

GN 
(n = 20) 

1438,0 
(876,0 – 2485,0) 

1475,0 
(1003,0 – 11190,0) 

NS 

 

PE 
(n = 30) 

1367,5 
(712,0 – 2867,0) 

1292,5 
(673,0 – 2750,0) NS 

 

 

Os valores estão representados pela mediana e valores máximo e mínimo 

* teste de Wilcoxon 
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Figura 3- Box-plot representando os níveis de TGF-β produzidos por 

monócitos estimulados ou não com lipopolissacáride (LPS) em 

mulheres normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-eclâmpsia 

(PE). Os quadrantes superior e inferior representam os percentis 75 e 

25 respectivamente e, o traço horizontal a mediana de cada grupo. 

As barras de erro representam os percentis 90 e 10. 

* (p < 0,01) GN, PE x MN;  + (p < 0,05)  GN x PE – Kruskal-Wallis (ANOVA) 
 
 
 
 
 

* 
* + 
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4.5. ATIVIDADE FUNGICIDA E PRODUÇÃO DE H2O2 POR MONÓCITOS DE 

MULHERES NORMAIS, GESTANTES NORMAIS E COM PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

 Na Tabela 5 estão expressos os resultados da atividade fungicida e da 

produção de H2O2 por monócitos de mulheres normais não grávidas (MN) e de 

gestantes normais (GN) e portadoras de pré-eclâmpsia (PE). A análise da 

atividade fungicida dessas células contra C.albicans demonstra não haver 

diferença significativa entre os grupos. 

 Os níveis basais de H2O2 detectados na cultura de monócitos não tratados 

com PMA foram semelhantes nos três grupos estudados. Entretanto, após 

estímulo com PMA observam-se níveis significativamente mais elevados desse 

metabólito, produzidos pelos monócitos de gestantes normais em comparação 

com mulheres normais (teste de Kruskal-Wallis) e com gestantes portadoras de 

pré-eclâmpsia (teste U de Mann-Whitney). Esses resultados sugerem maior 

capacidade de produção de H2O2 pelos monócitos de gestantes normais. 
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Tabela 5 – Atividade fungicida e produção de água oxigenada (H2O2) por 

monócitos de mulheres normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-

eclâmpsia (PE).  
 

 Atividade 

fungicida (%) 

H2O2 (nM) 

GRUPOS  Sem PMA Com PMA 

MN 
(n = 21) 

29,9 

(0 – 89,7)  

0,37 

(0 – 3,4) 

3,81 

(0,1 – 9,0) 

GN 
(n = 18) 

14,0 
(0 – 48,0) 

0,96 
(0 – 12,1) 

6,90 * + 
(2,30 – 12,7) 

PE 

(n = 30) 
14,82 

(0 – 100,0) 

0,65 

(0 – 7,4) 

5,25  

(0,07 – 16,1) 

 

Os valores estão representados pela mediana e valores mínimo e 
máximo 

* ( p < 0,01 )  MN x GN – Kruskal-Wallis 

     + ( p < 0,05)  GN x PE – Teste U de Mann-Whitney 
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5. DISCUSSÃO 

 

Este estudo avaliou o estado de ativação de monócitos do sangue periférico 

de gestantes com pré-eclâmpsia pela análise da produção das citocinas TNF-α, 

IL-10 e TGF-β1, liberação de H2O2 e atividade fungicida dessas células contra 

C.albicans. Os métodos empregados estão relacionados com a avaliação da 

função de células da imunidade inata, envolvidas na reação inflamatória. Assim, 

poderiam testar a hipótese de que, células do sangue periférico estão ativadas na 

pré-eclâmpsia. 

Na pré-eclâmpsia os trabalhos realizados com o objetivo de avaliar a 

atividade funcional de monócitos são escassos.  

A análise dos resultados referentes à produção de TNF-α endógeno, 

detectada no sobrenadante de cultura de monócitos não estimulados com LPS, 

demonstrou níveis significativamente mais elevados da citocina em gestantes 

normais e portadoras de pré-eclâmpsia, em comparação com mulheres normais 

(Figura 1). Resultados semelhantes foram obtidos na determinação dos níveis 

endógenos de IL-10 e de TGF-β1 (Figuras 2 e 3). A comparação entre os dois 

grupos de gestantes, normais e com pré-eclâmpsia, não mostrou diferença com 

relação à produção espontânea das três citocinas estudadas. Os resultados 

sugerem que os monócitos se encontram ativados durante a gestação. A 

produção espontânea elevada dessas citocinas indica que as gestantes, tanto 

normais como com pré-eclâmpsia se encontram em estado inflamatório, com os 
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monócitos pré-ativados in vivo, quando comparadas às mulheres normais não 

grávidas. 

Há evidências de ativação de leucócitos durante a gestação normal. 

Aumento do número de monócitos e granulócitos é observado desde o primeiro 

trimestre até o final da gestação (71). Essas células circulantes no sangue periférico 

apresentam fenótipo de células ativadas, com aumento na capacidade fagocítica e 

microbicida, devido a aumento do metabolismo oxidativo e produção de 

citocinas (71,72,73). A expressão de moléculas CD14, receptor para a endotoxina 

LPS, está aumentada em monócitos de gestantes normais e, em resposta à 

endotoxina, essas células produzem níveis mais elevados de IL -12, confirmando o 

estado de ativação (71). 

Estudos anteriores sobre a ativação de monócitos e macrófagos na pré-

eclâmpsia foram apresentados por Schrocksnadel et al. (26), que observaram níveis 

séricos elevados de IL-6, TNF-α e neopterina em gestantes com essa patologia, 

sugerindo o envolvimento dessas células no mecanismo patogênico da doença. 

Berge et al. (74), avaliando a atividade de células fagocitárias na pré-eclâmpsia, 

demonstraram que monócitos circulantes eram mais ativos nessa patologia e 

produziam mais radicais livres. Assim, tanto os radicais livres oxidantes como o 

TNF-α? podem causar as alterações endoteliais, características da doença. 

Sacks et al.(25), estudando ativação de leucócitos circulantes em gestantes 

normais e com pré-eclâmpsia, pela técnica de citometria de fluxo, observaram que 

granulócitos e monócitos de ambos os grupos se encontravam ativados, com 

expressão aumentada de moléculas CD11b  (β2 integrina que se liga à molécula 
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de adesão intercelular-ICAM-1), CD14 (receptor para LPS) e CD64 (receptor de 

alta afinidade para IgG), em comparação às células de mulheres normais, não 

grávidas. Na pré-eclâmpsia, além dessas alterações foi observado aumento 

intracelular de reativos intermediários do oxigênio. Alterações significativas de 

leucócitos intravasculares, na gestação normal, levou Redman et al. (19) a 

sugerirem que a pré-eclâmpsia pode ser resultante da exacerbação de um 

processo inflamatório generalizado, natural da gravidez. 

Segundo trabalhos recentes, a ativação sistêmica da imunidade inata 

durante a gestação poderia representar um mecanismo importante de defesa 

contra infecções, uma vez que a imunidade adquirida, mediada por linfócitos, se 

encontra relativamente diminuída nesse período (65,67). 

Produtos placentários e fetais, liberados diretamente na circulação materna, 

podem ser eliminados por fagocitose, o que levaria a ativação dos fagócitos 

circulantes (75,76). Mesmo na ausência de fagocitose, membranas lipídicas podem 

estimular monócitos por ligação a receptores CD14 e CD11b (67,77). A ativação de 

monócitos poderia gerar a liberação de citocinas, mediadores lipídicos e radicais 

livres, capazes de modular a resposta imune materna. Portanto, as citocinas pró-

inflamatórias parecem ser responsáveis, em parte, pela maior expressão de 

moléculas de superfície nos leucócitos de gestantes normais e com pré-eclâmpsia. 

Além disso, a exposição crônica de lipídios ou proteínas feto-placentárias na 

circulação materna poderia ativar essas células induzindo um efeito 

semelhante(25).  
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Nossos resultados de produção espontânea de TNF-α, IL-10 e TGF-β1, na 

gestação normal e na pré-eclâmpsia, falam a favor dessa hipótese.      

Após estímulo dos monócitos com LPS verificou-se que os níveis de TNF-α 

e de IL-10 foram significativamente mais elevados nos três grupos estudados, 

sugerindo que a capacidade de produção dessas citocinas não está afetada 

durante a gestação (Tabelas 1 e 2). Entretanto, os níveis de IL -10 e TNF-α  foram 

mais elevados tanto nas gestantes normais quanto nas com pré-eclâmpsia, 

quando comparados a mulheres não grávidas (Figuras 1 e 2).  Mais uma vez os 

resultados mostram que os monócitos se apresentam ativados e com maior 

capacidade de produção de citocinas durante a gestação. No entanto, observou-

se também diferença significativa entre grávidas normais e com pré-eclâmpsia, 

sendo que estas últimas mostraram uma menor produção de TNF-α após estímulo 

com LPS (Figura 1). A menor capacidade de produção de TNF-α pelos monócitos 

estimulados com LPS, em gestantes com pré-eclâmpsia, sugere o controle da 

produção da citocina nessa patologia da gestação. 

  Esse fenômeno poderia estar relacionado ao seqüestro de células maduras, 

produtoras da citocina na interface materno-fetal, uma vez que Hennessy et al.(64),  

demonstraram em placentas de gestantes com pré-eclâmpsia, maior número de 

células produtoras de TNF-α em relação a gestantes normais. Além disso, outros 

fatores decorrentes da lesão endotelial observada na pré-eclâmpsia, poderiam 

interferir com a capacidade de produção de TNF-α por monócitos,  estimulados 

com LPS. Segundo Fearon & Locksley (77) monócitos podem ser ativados por 

lipídios de membrana, através da ligação aos receptores CD14 e CD11b, de 
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maneira análoga à ativação induzida por LPS. Portanto, na pré-eclâmpsia, esses 

lipídios, interagindo in vivo com monócitos, poderiam se ligar ao receptor CD14 e 

competir com o LPS,  quando essas células são estimuladas in vitro com a 

endotoxina,  diminuindo assim, a capacidade de produção de TNF-α.  

Por outro lado, na pré-eclâmpsia, deve-se considerar que a estimulação 

crônica in vivo de monócitos, poderia induzir um estado de tolerância à ativação 

por LPS, conforme já foi descrito na sepse (78,79). Randow et al.(79) estudando o 

mecanismo de tolerância de monócitos ao LPS, verificaram que a exposição à 

endotoxina, mesmo em baixas concentrações, induz menor produção de TNF−α e 

IL-1, na resposta ao desafio com uma segunda dose de LPS.   

Tanto nas gestantes normais como nas com pré-eclâmpsia foram 

observados níveis elevados de IL-10, produzidos por monócitos antes e após 

estímulo com LPS, em comparação a mulheres normais, não grávidas. Na 

literatura, a maioria dos trabalhos relata níveis de IL -10 no plasma de gestantes 

normais, semelhantes às com pré-eclampsia (17,62,80).  

Hennessy et al. (64) avaliando a presença de IL-10 e TNF-α em placentas de 

termo, em gestantes normais e com pré-eclâmpsia, detectaram por 

imunohistoquímica, coloração aumentada para TNF-α, enquanto havia deficiência 

de produção de IL-10 na placenta de gestantes com pré-eclâmpsia. Além disso, os 

níveis de IL-10 no soro de gestantes com esta patologia estavam diminuídos em 

comparação com gravidez normal. Segundo esses autores, a menor produção de 

IL-10 na placenta poderia estar relacionada ao desenvolvimento inadequado da 

placenta nessa patologia.   
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Por outro lado, Gratacós et al.(62), ao avaliarem os níveis séricos de IL -10, 

IL-4 e GM-CSF em gestantes normais e com pré-eclâmpsia, verificaram que as 

concentrações de IL-10 e IL -4 eram semelhantes em ambos os grupos. 

Recentemente, Ellis et al.(80) estudaram níveis plasmáticos de IL-6, IL-8, IL-10 e 

TNF-α em gestantes com pré-eclâmpsia e verificaram níveis mais elevados de IL -

6 e IL-8, enquanto os de TNF-α e IL -10 não se encontravam significativamente 

alterados, em comparação com gestantes normais.  

Sabendo-se que na gestação existe um estado inflamatório fisiológico, e 

que a IL-10 é considerada uma citocina anti-inflamatória, esse aumento durante a 

gestação pode ter ocorrido, na tentativa de regular a produção de citocinas pró-

inflamatórias como o TNF-α. A IL-10 apresenta papel regulador sobre a função de 

monócitos/macrófagos e neutrófilos, sendo considerada uma citocina supressora e 

potente agente anti-inflamatório. Além disso, essa citocina pode exercer efeito 

supressor sobre células NK e sobre a produção autócrina de TNF−α e IL-12 por 

monócitos. Muitos experimentos in vitro têm confirmado o papel anti-inflamatório 

da IL-10, enquanto que algumas situações in vivo sugerem que a IL -10 atue como 

citocina estimulatória (81,82). Este paradoxo entre papel supressor ou estimulatório 

da IL-10 é discutido por Adib-Conquy et al. (82), que observaram ambas atividades, 

dependendo do tipo de estímulo fornecido à célula e do estado de estimulação em 

que esta se encontra. 

A produção de IL -10 por monócitos/macrófagos pode ser inibida pela 

própria IL-10, uma vez que a secreção desta citocina parece ser auto-limitada e 

sua produção pode ocorrer relativamente mais tarde em relação às outras 
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citocinas produzidas pelos monócitos (83). Assim, os monócitos/macrófagos 

secretam quantidades elevadas de citocinas pró-inflamatórias, antes de ocorrer 

produção e/ou inibição pela IL-10.  

Nas gestantes normais e nas com pré-eclâmpsia deste estudo, os níveis 

endógenos elevados e semelhantes de IL-10, sugerem um mecanismo de controle 

da produção de TNF-α ?por essas células, submetidas à estimulação crônica 

durante a gestação, na tentativa de controle da reação inflamatória materna. 

Neste trabalho, os níveis de TGF-β1 produzidos por monócitos, após 

estímulo com LPS, foram significativamente mais elevados apenas o grupo de 

mulheres normais (Tabela 4). Nos grupos de gestantes normais e com pré-

eclâmpsia a produção de TGF-β1 pelos monócitos, após estímulo com LPS, 

mostrou níveis semelhantes aos endógenos da citocina, não havendo diferença 

significativa entre os valores obtidos antes e após estímulo com LPS (Figura 3). 

Esses resultados sugerem que as células de ambos os grupos de gestantes já se 

encontravam ativadas in vivo, não sendo estimuladas in vitro quando do cultivo 

com LPS.  

A produção endógena elevada de TGF-β1 e das demais citocinas, por 

monócitos de gestantes normais e com pré-eclâmpsia, parece refletir o estado 

inflamatório dessas células durante a gestação.  

Não existem na literatura trabalhos estudando a produção de TGF-β1 por 

monócitos, tanto na gravidez normal como na pré-eclâmpsia.  

Djurovic et al. (66) avaliando os níveis plasmáticos de TGF-β1 em gestantes 

com pré-eclâmpsia, observaram valores significativamente mais elevados nessas 
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pacientes, não havendo correlação com a gravidade da patologia. Em trabalho 

recente, Lyall et al.(84) detectaram, por técnica de imunohistoquímica, a expressão 

semelhante das três isoformas de TGF-β: TGF−β1, TGF−β2 e TGF−β3 na placenta 

tanto de gestantes normais como das com pré-eclâmpsia, no terceiro trimestre da 

gestação. Os autores sugeriram que essa citocina parece não desempenhar papel 

importante na fisiopatologia da pré-eclâmpsia ou da restrição de crescimento intra-

uterino.  

Em vista dessas evidências e dos poucos trabalhos estudando essa 

citocina na literatura, fica difícil a interpretação dos resultados de produção de 

TGF-β1 pelos monócitos, no presente trabalho. A semelhança dos resultados de 

TGF-β1 obtidos em gestantes normais e nas com pré-eclâmpsia, sugere que, 

assim como a IL-10, o TGF-β1 poderia estar desempenhando papel anti-

inflamatório. Essa molécula poderia estar regulando o estado de ativação dos 

monócitos na gestação, uma vez que atua localmente como modulador tanto 

autócrino como parácrino (85).   

O estudo da atividade fungicida contra C.albicans mostrou que, em 

gestantes normais e com pré-eclâmpsia, houve tendência a valores mais baixos 

desse parâmetro em relação às mulheres normais, embora não tenha sido 

observada diferença significativa entre os três grupos estudados (Tabela 4). Esses 

resultados sugerem que durante a gestação, os monócitos podem apresentar 

atividade fungicida ligeiramente diminuída, devido a produção de altos níveis das 

citocinas anti-inflamatórias IL -10 e TGF-β1. Na pré-eclâmpsia, a avaliação de 

níveis plasmáticos de TNF-α, IFN-γ e IL -6 e da atividade microbicida de 
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monócitos, mostrou valores significativamente elevados de TNF-α tanto em 

gestantes normais como nas com pré-eclâmpsia, enquanto as funções fagocitária 

e microbicida estavam deprimidas nesses dois grupos(86). Roilides et al. (87) 

demonstraram efeito supressor de IL-10 sobre a função de monócitos humanos, 

desafiados com C.albicans e Staphylococcus aureus. Verificaram que a incubação 

prévia dessas células com IL-10 diminuia a capacidade fungicida e microbicida e 

suprimia a produção de anion superoxido, em resposta a estímulos como PMA.    

O ensaio in vitro para detectar a liberação de H2O2 por monócitos em 

mulheres normais, gestantes normais e com pré-eclâmpsia, demonstrou que os 

níveis basais desse metabólito, detectados nas culturas não tratadas com PMA, 

foram semelhantes nos três grupos estudados. Entretanto, após estímulo com 

PMA, ativador direto da proteína quinase C, observaram-se níveis 

significativamente mais elevados nas gestantes normais em comparação com 

mulheres normais e com gestantes portadoras de pré-eclâmpsia (Tabela 4). Esses 

resultados sugerem maior capacidade de produção de H2O2 por monócitos de 

gestantes normais e está de acordo com os resultados de trabalhos anteriores, 

demonstrando que essas células se encontram ativadas durante a gestação (25,71). 

A detecção de reativos intermediários do oxigênio (H2O2, O2- e OH+) 

intracelulares por citometria de fluxo, em leucócitos de sangue periférico de 

gestantes normais e com pré-eclâmpsia, mostrou que essas células produzem 

esses metabólitos como parte do mecanismo imune de defesa (25). 

A produção elevada de H2O2 por monócitos, estimulados com PMA, na 

gestação normal, sugere que essa atividade não está sendo regulada por  
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citocinas com atividade anti-inflamatória como IL -10 e TGF-β1. Apesar dos níveis 

endógenos dessas citocinas se encontrarem elevados, não parecem ter efeito 

direto sobre a produção de H2O2 pelos monócitos. 

A menor liberação desse metabólito por células de gestantes com pré-

eclâmpsia, está em acordo com a menor capacidade de produção de TNF-α, 

observada quando essas células são estimuladas in vitro com LPS e, poderia 

refletir os efeitos crônicos da ativação mais acentuada dessas células, causada 

pelo estresse oxidativo, responsável pela patogênese da pré-eclâmpsia (88). 

Segundo Walker (89), em placentas de gestantes com pré-eclâmpsia, ocorre 

aumento da produção de TNF-α e de peróxidos lipídicos, causando redução de 

fatores anti-oxidantes. A peroxidação lipídica está também aumentada no sangue 

periférico em associação com citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-8, 

originadas de monócitos. Assim, na pré-eclâmpsia há um desbalanço entre 

atividade oxidante e anti-oxidante, que poderia afetar a atividade funcional dos 

monócitos.   

Em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que tanto na 

gestação normal como na pré-eclâmpsia, os monócitos se encontram ativados in 

vivo e são as principais fontes de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α) e anti-

inflamatórias (IL -10 e TGF-β1). A produção de citocinas reguladoras, como IL-10 e 

TGF-β1, parece refletir a tentativa do organismo materno em modular a resposta 

imune sistêmica, que ocorre durante a gestação, no sentido de promover a defesa 

do organismo materno e ao mesmo tempo garantir o sucesso da gestação.   
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6. CONCLUSÕES 

 

 

- Monócitos de gestantes normais e com pré-eclâmpsia estão ativados in vivo, 

produzindo níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α) e anti-

inflamatórias (IL-10 e TGF-β1). 

 

- Em gestantes com pré-eclâmpsia existe menor capacidade de produção de 

TNF-α e H2O2, após estímulo dos monócitos in vitro, quando comparadas com 

gestantes normais. 

 

- Níveis elevados de IL -10 e TGF-β1 sugerem a presença de um mecanismo de 

controle da reação inflamatória durante a gestação. 
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RESUMO 

 

A Pré-eclâmpsia é uma complicação grave da gestação, caracterizada por 

hipertensão e proteinúria. Os sintomas desta síndrome aparecem durante a 

segunda metade da gestação. A literatura sugere que a pré-eclâmpsia resulta de 

uma resposta inflamatória excessiva à gestação. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar a atividade de monócitos de sangue periférico através da produção de 

citocinas, atividade fungicida e liberação de peróxido de hidrogênio por essas 

células em gestantes normais e com pré-eclâmpsia. Foram estudadas 25 

mulheres não-grávidas e normotensas e 50 gestantes sendo 20 normotensas e 30 

com pré-eclâmpsia. Monócitos foram cultivados com ou sem 10 ug/mL de 

lipopolissacáride (LPS) durante 24 h a 37oC e os níveis de fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), de Interleucina-10 (IL -10) e de fator transformador do 

crescimento beta (TGF-β1) foram determinados no sobrenadante de cultura por 

ensaio imunoenzimático. A atividade fungicida foi avaliada pela recuperação de 

células viáveis de Candida albicans após plaqueamento e contagem de unidades 

formadoras de colônias em meio ágar Sabouraud. A liberação de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) foi determinada antes e após estímulo dos monócitos com 

phorbol 12-myristate  13-acetate (PMA). Os resultados mostraram que os níveis 

endógenos de TNF-α, IL-10 e de TGF-β1 produzidos por monócitos, cultivados 

sem estímulo, foram significativamente mais elevados tanto em gestantes normais 

como nas com pré-eclâmpsia. Resultados semelhantes foram observados com 

relação à produção de IL-10 e TGF-β1 por monócitos após estímulo com LPS. A 

liberação de H2O2 após estímulo com PMA foi mais elevada em gestantes 

normais do que nas com pré-eclâmpsia. Além disso, monócitos de gestantes com 

pré-eclâmpsia produzem níveis mais baixos de TNF-α, sugerindo uma diminuição 

na capacidade de produção dessa citocina, após estímulo com LPS. A atividade 

fungicida foi semelhante nos três grupos estudados. Esses resultados mostram 

que monócitos circulantes de gestantes normais e com pré-eclâmpsia estão 

ativados in vivo, produzindo níveis elevados de citocinas pró e anti-inflamatórias. 

Em mulheres com pré-eclâmpsia há um defeito na capacidade de produção de 

TNF-α e H2O2 após estímulo dos monócitos in vitro em comparação com 
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gestantes normais. A produção elevada de IL -10 e de TGF-β1 por monócitos, 

após estímulo com LPS, sugerem que essas citocinas anti-inflamatórias podem 

estar envolvidas na modulação da resposta inflamatória materna, durante a 

gestação. 
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ABSTRACT 

 

Pre-eclampsia is a severe complication of pregnancy, characterized by 

hypertension and proteinuria. The symptoms of this syndrome appear during the 

second half of the pregnancy. The literature suggests that pre-eclampsia results 

from an excessive maternal inflammatory response to pregnancy. The objective of 

this study was to evaluate the activity of peripheral blood monocytes by cytokine 

production, fungicidal activity and hydrogen peroxide liberation in normotensive 

pregnant women and with pre-eclampsia. The study included 25 normotensive 

non-pregnant and 50 pregnant women being 20 normotensive and 30 with pre-

eclampsia. Monocytes from these women were cultivated with or without 10 ug/mL 

lipopolysaccharide (LPS) during 24h at 37oC, and the levels of tumor necrosis 

factor-alpha (TNF-α), Interleukin-10 (IL -10) and transforming growth factor beta 1  

(TGF-β1) were determined in culture supernatants by enzyme immunoassay.  The 

fungicidal activity was determined by the recovery of viable Candida albicans after 

co-culture of yeasts with monocyte and plating in Sabouraud medium with 

enumeration of colony forming units. Hydrogen peroxide (H2O2) liberation was 

determined before and after monocyte stimulation with phorbol 12-myristate 13-

acetate (PMA). The results showed that endogenous levels of TNF-α, IL-10 and 

TGF-β1 detected in supernatants of monocytes cultivated without stimulus were 

significantly higher in both normal and pre-eclampsia pregnant patients than in 

non-pregnant women. Similar results were observed in relation to IL -10 and TGF-

β1 production after monocyte stimulation with LPS. Monocytes from normotensive 

pregnant women released higher levels of H2O2 after PMA stimulation than cells 

from patients with pre-eclampsia. Besides monocytes from women with pre-

eclampsia produced lower levels of TNF-α suggesting an impairment in the 

capacity of this cytokine production after LPS stimulation. Fungicidal activity was 

similar between the three groups studied. These data showed that circulating 

monocytes from normal and pre-eclamptic pregnant patients are activated in vivo 

producing high levels of pro and anti-inflammatory cytokines. In pregnant women 

with pre-eclampsia there are an impaired ability of TNF-α and H2O2 production 
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after in vitro monocyte estimulation in comparison with normotensive pregnant 

women. The increased production of IL-10 and TGF-β1 by monocytes after LPS 

stimulation suggest that these anti-inflammatory cytokines may be involved in the 

modulation of maternal inflammatory response during pregnancy.                                                                  
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