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MENSAGEM

SO DEUSPODE

So Deus pode criar,

mas vocé pode valorizar o que ele criou.
S6 Deus pode dar a vida,

mas vocé pode transmiti-la e respeita-la.
S6 Deus pode dar a fé,

mas vocé pode dar o seu testemunho.
S6 Deus pode dar a paz,

mas vocé pode semear a uniao.
S6 Deus pode dar a forca,

mas vocé pode apoiar quem desanimou.
S6 Deus pode infundir esperanca,

mas vocé pode restituir confianga ao irméo.
S6 Deus pode dar o amor,

mas vocé pode ensinar 0 seu irmao a amar.
S6 Deus pode dar alegria,

mas vocé pode sorrir a todos.
S6 Deus € o caminho,

mas vocé pode indica-lo aos outros.
So6 Deus € a luz,

mas vocé pode faze-la brilhar no mundo.
S6 Deus € a vida,

mas vocé pode dar aos outros a alegria de viver.
S6 Deus pode fazer o impossivel,

mas vocé sempre podera fazer o possivel.
S6 Deus pode fazer milagres,

mas vocé pode fazer sacrificios.
S6 Deus pode fazer a semente do bem germinar,

mas vocé pode planta-la no coracdo humano.
S6 Deus se basta a si mesmo,

mas ele preferiu contar com VOCE
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Introducéo

1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia apresenta-se como complicacdo 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®.E uma doenca sistémica,
caracterizada por multiplas alteracbes do organismo materno, entre as quais se
destacam disfuncdo endotelial difusa, aumento da resisténcia vascular periférica,
alteracbes da coagulacdo, deficiéncia anti-oxidante, elevagdo persistente de
citocinas derivadas de leucécitos maternos e hiperlipidemia®.

Segundo Dekker & Sibai®, a compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos da pré-eclampsia tem como base dois aspectos chaves: a invasao
citotrofoblastica endovascular e o processo de lesdo e disfungdo da célula
endotelial. Assim, esses autores propdem quatro hipGteses para explicar a
fisiopatologia da pré-eclampsia: isquemia da placenta, balanco entre lipoproteinas
de baixa densidade e fatores de prevencdo da toxicidade, m& adaptacdo
imunoldgica e carater genético.

A hip6tese de ma adaptacdo imunoldgica esta fundamentada em
trabalhos, que sugerem ser essa doencga causada por resposta imune materna
anormal ao desafio antigénico determinado pelo enxerto fetal ¢.

O sucesso da implantacao e desenvolvimento da placenta depende, em

grande parte, do equilibrio entre interacbes imunes, protetoras e supressoras,

provavelmente mediado por citocinas secretadas na interface materno -fetal .
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Introducéo

As citocinas estdo envolvidas na resposta imunolégica, em reacdes
inflamatérias, no controle da resposta imune materna e no desenvolvimento feto-
placentario "9, Portanto, podem facilitar ou prejudicar a implantacao e evolugao
da gravidez normal, dependendo do tipo presente, da concentracdo e do tempo de
secrecdo em relacdo ao estagio de diferenciacdo do tecido alvo, com potencial
reprodutivo®®. Uma vez que as citocinas estdo envolvidas no controle da resposta
imune e também tém papel no desenvolvimento fetal, sua liberacdo a partir da
placenta, como consequéncia de alteracdes na resposta imune materna, pode
preceder a cascata de reacdes fisiopatoldgicas observadas na pré-eclampsia.

Diferentes citocinas, como Interleucina-1 (IL-1), IL-2, fator de crescimento
da epiderme (EGF), fator estimulador de colénias de macrofagos (M-CSF), fator

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

(TNF-a), podem estar envolvidas na invasao trofoblastica (11:121314.15.16)

A lesédo e disfuncéo da célula endotelial sdo eventos comuns a todos
os achados patologicos da pré-eclampsia, como a diminuicdo na sintese de
prostaciclina, aumento da resisténcia vascular periférica e da agregacdo de
plaguetas. O fator desencadeante desses disturbios endoteliais permanece
desconhecido. Entretanto, a disfuncdo endotelial na pré-eclampsia parece estar
associada a liberagcdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias e de radicais livres
oxidantes, produzidos por leucécitos ativados, que sao a principal fonte dessas
substancias na pré-eclampsia © %17,

A origem dos fatores que causam a disfuncdo da célula endotelial ndo

esta esclarecida, mas as evidéncias apontam para a placenta 9.
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Introducéo

Redman et al.’®, em artigo de revisdo, sugerem que a disfuncédo

endotelial € parte de uma reacdo inflamatéria intravascular generalizada, que
envolve leucécitos intravasculares bem como os sistemas de coagulacdo e
complemento. Assim, afirmam que uma resposta inflamatoria esta presente na
gestacdo normal e que as diferencas entre esta e a pré-eclampsia sdo menos
surpreendentes que aquelas entre gestacdo normal e estado ndo-gestacional. A
pré-eclampsia aconteceria quando a resposta inflamatoria intravascular materna a
gravidez descompensa. Faas & Schuiling @ acreditam que quando o zigoto nao
consegue regular a resposta inflamatoria, esta pode persistir e tornar-se
generalizada, determinando a manifestacdo dos sinais de pré-eclampsia, que
desapareceriam com o término da gestacdo. Esta falta de condi¢cdes do zigoto em
regular a resposta inflamatéria propria da gestacéo, seria decorrente ou de uma
anormalidade, como exemplo a trissomia do cromossoma 13 %21 ou mesmo que
0 zigoto seja normal, a resposta inflamatéria materna seria muito intensa para o
controle do zigoto.
Esses resultados confirmam que a pré-eclampsia € uma patologia relacionada a
problemas na placentagéo, resultante de uma ativagdo anormal do sistema imune
inato, que pode desempenhar papel importante na etiologia da pré-eclampsia. A
ativacdo excessiva de mondcitos e granulécitos intravasculares e de macrofagos,
descrita na pré-eclampsia sugere que a ativacdo do sistema imune inato pode
também causar problemas na progressao da gestacao.

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

resposta inflamatoria materna, que inclui ativacdo de células inflamatérias como
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Introducéo

monadcitos e granulécitos, bem como ativacdo de células endoteliais, que na
verdade fazem parte do sistema inflamatério % 22 23 24.25),

Varios autores sugerem que mondcitos e macrofagos ativados podem
estar envolvidos nos mecanismos fisiopatoldgicos da pre-eclampsia > 26 27),
Segundo Oian et al.??, 0 aumento da sintese de tromboplastina por estas células,
estimuladas ou ndo com endotoxinas séo evidéncias da ativacdo de mondcitos de
gestantes com pre-eclampsia. Os autores sugerem que essa atividade pode ser
decorrente da ativacdo do sistema complemento, uma vez que a sintese de
tromboplastina depende da presenca desse sistema. Haeger et al®
demonstraram na pré-eclampsia a ativacdo do sistema complemento,
representada por niveis séricos elevados de C5 e do complexo C5b-9, além da
ativacao de neutrdfilos e mondcitos, detectada pela maior producao de elastase e
neopterina respectivamente, presentes na circulacdo sistémica. Os autores
sugerem que as manifestacdes patoldgicas da pré-eclampsia grave podem ser
resultantes da ativacdo do sistema complemento sobre a funcéo dos leucécitos
polimorfonucleares e mondcitos. A ativacdo de mondcitos/macrofagos pelos
componentes C5a e C5b-9 induziria maior producdo de citocinas, que atuariam
como mediadores enddgenos potentes na inflamacdo. Na pré-eclampsia grave, as
citocinas IL-10, IL-6 e TNF-a, poderiam participar na quimiotaxia e na ativacao de
neutréfilos, determinando as lesdes intravasculares observadas nessa doenca ?%.
Outras evidéncias da ativacdo de granulocitos e mondcitos na pré-eclampsia

foram descritas recentemente por Sacks et al.?®. Os autores encontraram

aumento na expressao de marcadores de ativagdo na superficie de leucdcitos do
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Introducéo

sangue periférico, assim como na producao de reativos intermediarios de oxigénio
por essas células.

Monécitos e macréfagos sdo considerados fontes importantes de
citocinas ap0s serem ativados. Os principais mecanismos pelos quais essas
células podem ser ativadas sdo: 1) em consequéncia da interagdo com
microrganismos e seus produtos, tais como endotoxinas e componentes da
parede celular ®®; 2) através de citocinas como interferon-gama (IFN-g) ¢, fator

estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e, TNF-a 03D,

Uma das alteracdes metabodlicas que ocorrem apds ativagdo do macréfago € o
aumento das atividades microbicida, fagocitica e citotoxica ®2%. Essas alteracdes

envolvem também modificacdes bioquimicas®?

, aumento da capacidade de
aderéncia, espraiamento sobre superficies de vidro %3 expresséo de moléculas
de classe Il ®® producdo de peréxido de hidrogénio, éxido nitrico e sintese de
citocinas inflamatérias como Interleucina 1 (IL -1), IL-6, IL-8 e TNF-a €7,

Os macréfagos e mondcitos, além de serem fontes importantes de citocinas
inflamatdrias como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 s&o0 responsaveis também pela
producéo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e fator beta transformador do
crescimento (TGF-b1). Todas essas citocinas apresentam atividade estimuladora
ou supressora sobre os macréfagos e linfocitos, interagindo com os receptores
especificos, presentes nessas células, modulando sua funcéo ©®. Citocinas como
IFN-g, TNF-a, IL-1, IL-8 e GM-CSF sao importantes no processo de ativacao

macroféagica, enquanto outras como IL-6, IL-10 e TGF-bl sdo fatores de

desativacdo do macréfago ©°4%). O balango na producéo de citocinas supressoras

40



Introducéo

e estimuladoras pode interferir tanto na resposta imune especifica como
inespecifica.

Assim, para conter a resposta inflamatoria e a ativacdo de
monadcitos/macrofagos sdo produzidas citocinas anti-inflamatorias, capazes de
suprimir a producdo de vaérias citocinas. Nos casos em que o estimulo é
persistente, este controle pode ser deficiente e pouco eficaz. Dentre as citocinas
anti-inflamatorias, produzidas por mondcitos e macréfagos, a IL-10 é capaz de

diminuir a producdo de IL-1b, TNF-a, IL-6 e IL-8 em mondcitos/macrofagos

estimulados com LPS através da degradacdo de mRNA enquanto que o TGF-b1l
inibe a transcricdo do mRNA “b,

O efeito supressor da IL-10 sobre os mondcitos/macrofagos pode ser
amplificado em combinacdo com outras citocinas como a IL-4 e TGF-b1l. Essas
citocinas agem sinergicamente com a IL-10 diminuindo a atividade microbicida “Y.

A supressdo de macrofagos/mondcitos pelo TGF-b1 causa diminuicao
da aderéncia, do espraiamento e da producao de H,O2, TNF-a, IL-1a , IL-1b e IL-
6. A diminuicdo na producéo de TNF-a e IL-1b pode ser acentuada quando os
macréfagos sdo colocados sob acéo de outras citocinas supressoras como IL-10 e

IL-6 “243) A principal fonte de TGF-b1 durante a inflamacé&o sdo os macréfagos®™?,

havendo necessidade de ativacdo dessas células por estimulos, como LPS, para

ocorrer producédo de TGF-b1 ativo no sobrenadante “%.

As citocinas IL-6, IL-10 e o TGF-bl sao considerados fatores de

(40)

desativacdo de macréfagos , sendo que o TGF-b apresenta importante

atividade supressora sobre essas células. Esse peptideo é capaz de inibir a
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atividade litica de macrofagos, devido a supressdo da sintese de reativos
intermediarios de oxigénio “® e do nitrogénio “®. Além disso, 0 TGF- b1 apresenta
atividade inibidora sobre a producéo e sintese de IL-1-b e TNF-a ‘4247,

Na literatura, a pesquisa de TNF-a em mulheres com PE tem mostrado
resultados conflitantes, ao serem relatados tanto niveis semelhantes aos da
gestacdo normal 8495051525354 "comq significativamente aumentados em relacdo
as mesmas (8917:245556,57.58.59.60) paracoli V) avaliou a producdo do TNF-a em
gestantes com PE, determinando os niveis plasmaticos maternos e a capacidade
de producdo dessa citocina por mondcitos estimulados com LPS. Comparando
gestantes normais e com PE encontrou niveis aumentados de TNF-a no plasma
materno e produzidos por mondcitos, estimulados ou ndo com LPS. Esses

resultados demonstram o estado de ativacao dessas células in vivo.

Também em relacdo a producdo de citocinas anti-inflamatérias a
literatura mostra resultados conflitantes. S&o relatados niveis de IL-10

s 1762 aumentados ©® e diminuidos ©*%® quando comparadas

semelhante
gestantes com pré-eclampsia e gestantes normais. Por outro lado, a avaliacdo do
TGF- b1 no plasma de gestantes com pré-eclampsia, mostra niveis mais elevados
em comparagdo com a gestacdo normal, porém ndo se correlacionando com a
gravidade da patologia ©®. Além disso, a deteccéo dessas citocinas foi realizada
apenas no plasma materno, ndo havendo pesquisa de sua produgdo por
monacitos, tanto na gestacdo normal como na pré-eclampsia.

Apesar da literatura tentar associar 0s niveis de citocinas com a pre-

eclampsia ou suas formas graves, o grande questionamento € se esses
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mediadores atuariam como fator desencadeante da doenca ou seriam produtos
da mesma, agindo apenas como fator de desenvolvimento das suas diferentes
manifestacdes clinicas e laboratoriais.

Considerando que mondcitos de gestantes normais e com pré-
eclampsia se encontram ativados e assumem grande importancia como células
efetoras na producado de citocinas, o estudo da atividade dessas células poderia
contribuir para melhor conhecimento de sua participagdo na gestacdo normal e na

fisiopatologia da pré-eclampsia.
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Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

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

pré-eclampsia, avaliadas no terceiro trimestre da gestacao.

2.2. Objetivos Especificos

Quantificar e comparar a producdo das citocinas IL-10, TNF-a e TGF-b1l em
sobrenadante de cultura de monoécitos, estimulados ou ndao com

lipopolissacaride de Escherichia coli, em mulheres ndo gestantes, gestantes

normais e gestantes com pré-eclampsia.

Quantificar e comparar a atividade fungicida de mondcitos de sangue periférico
contra Candida albicans, em mulheres ndo gestantes, gestantes normais e

gestantes com pré-eclampsia.

Quantificar e comparar a liberacdo de agua oxigenada por mondcitos de
sangue periférico, em mulheres ndo gestantes, gestantes normais e gestantes

com pré-eclampsia.
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3. SUJEITOS E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Foi conduzido um estudo observacional prospectivo.

3.2. Selecao dos sujeitos

As gestantes portadoras de pré-eclampsia foram selecionadas da
populacdo de mulheres internadas na Maternidade do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

As gestantes normais foram selecionadas da populagédo de mulheres
acompanhadas no Ambulatério de Pré-natal do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

As néo gestantes foram escolhidas ao acaso, na populagdo de
mulheres atendidas no Ambulatério de Prevencdo do Céancer Ginecoldgico do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Para compor a casuistica do estudo foi considerada elegivel a gestante

gue preencheu os critérios de incluséo relacionados abaixo.

3.3. Critérios de inclusao

3.3.1. Gestantes normais

Ser primigesta, normotensa, com gestacao Unica e idade gestacional

entre 28 e 40 semanas.
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3.3.2. Gestantes hipertensas

Ser primigesta, com gesta¢do Unica, idade gestacional entre 28 e 40
semanas e apresentar hipertensdo arterial associada com proteinuria (pré-

eclampsia).

3.3.3. Nao gestantes

Ser nulipara, ndo estar gravida e pareada por idade com o grupo de

gestantes.

3.4. Critérios de exclusao

3.4.1. Gestantes

Presenca de intercorréncias clinicas ou obstétricas e trabalho de parto.

3.4.2. Nao gestantes

Presenca de intercorréncias clinicas.

Ao final deste processo as pacientes elegiveis foram esclarecidas sobre
0 proposito 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. Variaveis

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

gestacional, presséo arterial, dosagem de proteinudria e de citocinas (TNF-a, IL-10,
TGF-b) produzidas por monécitos com e sem estimulo por LPS. Para as mulheres

nao gestantes foram obtidos os seguintes dados: idade, pressdo arterial e

dosagem de citocinas (TNF-a, IL-10, TGF-b) produzidas por mondcitos, com e

sem estimulo por LPS. Além disso, tanto para mulheres normais como para as
gestantes, foi avaliada a atividade fungicida de mondcitos contra Candida albicans

e a producao de H,O, por essas células.

3.6. Conceitos

3.6.1. Idade gestacional

A idade gestacional foi determinada pela data da dltima menstrucéo

e/ou ultra-som realizado no inicio da gestacao.

3.6.2. Hipertensao arterial

Foi considerada hipertenséo arterial quando o valor da presséo arterial,
apos duas ou mais medidas sucessivas, por esfigmomand6metro, estando a

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

A proteindria foi quantificada em mg/24h, por método colorimétrico, no
sistema de automacg&do Technicon RAXT, do Laboratério de Andlises Clinicas do

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

3.6.4. Pré-eclampsia

As gestantes tiveram diagnéstico de pré-eclampsia quando, sem
histéria de hipertensao arterial prévia a gestacdo, permaneceram normotensas na
primeira metade da mesma, manifestando apds a 202 semana, hipertensao arterial
associada a proteinudria. Considerouse proteinuria quando, em urina de 24 horas,

foram detectados pelo menos 300 mg de proteina.

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

parametros bioquimicos

3.7.1. Citocinas

3.7.1.1. Gestantes

As amostras de sangue, para dosagem de TNF-a, IL-10 e TGF-b1,
foram obtidas no terceiro trimestre da gestacéo. Foram colhidos 10 mL de sangue
periférico por puncdo venosa, em tubo estéril contendo 10 U/mL de heparina

(Liguemine Roche).
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3.7.1.2. Nao gestantes

As amostras de sangue, para dosagem de TNF-a, IL-10 e TGF-b1,
foram obtidas uma Unica vez. Foram colhidos 10 mL de sangue periférico por
puncdo venosa, em tubo estéril contendo 10 U/mL de heparina (Liquemine

Roche).

3.7.2. Proteinuria

A urina para dosagem de proteindria foi obtida na gestacdo, no dia da
colheita de sangue para dosagem de citocinas. Foi colhida e armazenada em

frascos devidamente preparados, durante o periodo de 24 horas.

3.8. Isolamento e cultura de monécitos

Sangue periférico de mulheres normais, gestantes normais e com preé-
eclampsia foi colhido por puncao venosa, sendo 10 mL colocados em tubo estéril,
contendo 20U/mL de heparina (Liguemine, Roche). O plasma foi obtido por
centrifugacdo a 200 x g por 10 min a 4 °C e as células mononucleares
recuperadas por meio de separacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque, segundo
técnica descrita por Boyum ©”. O anel rico em linfécitos e mondcitos foi lavado
inicialmente com solucéo gelada de EDTA/PBS, 0,01M por centrifugacdo a 200 x g
durante 10 min e logo apés, com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.
USA) por mais 10 min a 200 x g. Apés esse periodo, a suspensao celular foi

ressuspensa em meio de cultura RPMI suplementado com 2 mM de L-glutamina
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(Sigma Chemical Co., USA), 40 ng/mL de gentamicina e 10% de soro AB humano
inativado (RPMI completo), sendo a identificacdo e a viabilidade das células
estimadas por incorporacao pelo vermelho neutro. Para isso, foram incubados 50
nL da suspensao celular com 450 L de vermelho neutro a 0,02% durante 10 min
a 37 °C. Os mondcitos foram identificados pela incorporacdo do corante e a
concentracdo celular ajustada para 1x10° mondcitos vidveis/mL, ap6s contagem
em camara hemocitométrica. A seguir a suspensao celular foi distribuida em
placas de cultura de 24 orificios (Linbro, Flow Lab, USA) e apds 60 min de
incubacédo a 37 °C, em tensdo de 5% de CO;, as células ndo aderentes foram
eliminadas através de lavagem das placas com pipeta Pasteur. Um volume de 1
mL de meio RPMI completo foi adicionado a cada orificio da placa, para o cultivo

dos monocitos.

3.9. Obtencédo de sobrenadantes de cultura de monocitos

Os monacitos obtidos conforme descrito no item anterior foram incubados a

37 °C, em tensdo de 5% de CO?, na auséncia (cultura controle) ou presenca de 10
ng/mL de lipopolissacaride de Escherichia coli, OssBs (cultura teste). Apos 24

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

desse material, conservadas a —70 °C até o momento de sua utilizacdo para

dosagem das citocinas.
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3.10. Dosagem de citocinas

A pesquisa de citocinas em sobrenadantes de cultura de mondcitos,
estimulados ou ndo com LPS, foi realizada pela técnica de ELISA, utilizando-se
placas de 96 orificios e fundo plano (Maxsorb-NUNC) e anticorpos monoclonais e
policlonais anti-citocina especifica. As concentra¢cdes dos anticorpos, utilizadas

nas reacoes, foram as recomendadas pelo fabricante.

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

As placas foram sensibilizadas por 18 h a 5°C com anticorpo monoclonal
(Genzyme, Corp. Boston, MA), diluido em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,2. Apos este periodo os orificios foram lavados 4 vezes com 300 niL
de solucao 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 orificio
300 nL de PBST contendo 1% de soro albumina bovina (BSA — Sigma Chemical
Co., USA), 5% de sacarose e 0,05% de azida sédica (NaNs3), a temperatura
ambiente por 2 h. A seguir, a placa foi lavada conforme descrito acima e 100nL
dos sobrenadantes gerados e dos padroes de citocinas recombinantes, em
diferentes concentracdes, foram adicionados a placa. Apds 18 h de incubacgéo a
5°C e nova lavagem da placa, o anticorpo revelador policlonal anti-citocina
(Genzyme, Corp. Boston, MA) foi adicionado e incubado por 2 h a temperatura
ambiente. A placa foi lavada novamente com PBST e adicionado 100 ni de

anticorpo de cabra anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase (Nordic
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Immunology, The Netherlands) na diluicdo de 1:8000 em PBST, seguindo-se
incubacdo a temperatura ambiente por 60 min e lavagem da placa com PBST.
Apds esses procedimentos, adicionou-se 100 ni do substrato enzimatico,
contendo 10 de H,O2 a 30 % (Sigma Chemical Co., USA), diluidos em 12,5 mL
de tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 50 e 5 mg/mL do revelador
ortofenilenodiamina (Sigma Chemical Co., USA). As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 15 min. O bloqueio da reacao foi realizado por adicao
de 50 nL de acido sulfurico 2M e a leitura da placa realizada em leitor de ELISA
com comprimento de onda de 492 nm. A concentragdo de TNF-a nas amostras foi
calculada utilizando-se curva padrdo, obtida com TNF-a recombinante (Genzyme,

Corp. Boston) empregado em concentracdes 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 concentracdo de 2ng/mL, diluido em PBS, por um periodo de 18 h a
5°C. Ap6s a sensibilizacdo a placa foi lavada com PBST, bloqueada com PBST
contendo 5% de sacarose, 1% de BSA e 0,05% de azida sddica (NaNs). O periodo
de bloqueio foi de 2 h a temperatura ambiente, seguindo-se 4 lavagens da placa
com 300 nL de PBST. As amostras testes foram colocadas nos orificios e
incubadas por 2 h a temperatura ambiente. Ao mesmo tempo a IL-10
recombinante (R & D Systems) foi diluida em tampado Tris-salina (Trizma-base

20mM, NaCl 150mM ) adicionado de 0,1% de soro albumina bovina (BSA) e,
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concentracdes variando de 15,6 a 2000 pg/mL, foram colocadas na placa para
obtencéo da curva padrao do ensaio.

Apoés a retirada das amostras da placa e posterior lavagem, adicionou-se
100 nL de anticorpo anti-IL-10 conjugado com biotina (R & D Systems), com
posterior incubacdo de 2 h a temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada 4
vezes com PBST e incubada com streptoavidina conjugada com peroxidase
(Sigma Chemical Co., USA), na concentracdo de 1:10000 por 60 min a 37°C.

O substrato utilizado foi 0 mesmo descrito para dosagem de TNF-a. O
tempo de reacao foi de 30 min e o bloqueio realizado com acido sulfarico 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-b1)

Para permitir a ligagdo do TGF-b1l, presente nas amostras, ao receptor
especifico adsorvido a placa, os sobrenadantes passaram por um processo de

acidificacdo. Assim, adicionou-se 20 nL. de HCI 1N para cada 100 ni. de amostra,

seguindo-se de homogeneizacéo e incubacao por 10 min a temperatura ambiente.
Apébs este periodo as amostras foram neutralizadas com 20 ni de NaOH 1,2N
com 0,5M de Hepes.

A sensibilizacdo da placa foi realizada adicionando-se 100ni de receptor
para TGF-b1 (sRll/quimérico - R & D System) na concentracdo de 150 ng/mL e

incubacdo por 18 h a temperatura de 5°C. Apds este periodo a placa foi lavada 4
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vezes com 300 nL de PBST e bloqueada com PBS 5% de Tween 20 adicionado
de 5% de sacarose e 0,05% de NaN3 por um periodo de 2 h a temperatura
ambiente. A seguir, as placas foram lavadas 4 vezes com 300 nL de PBST, sendo
adicionadas as amostras e TGF-bl recombinante (R & D System), em
concentracdes variando de 31,25 a 2000 pg/mL. Essa citocina foi diluida em
Opticlear, tampé&o recomendado pelo fabricante, colocado na placa em volumes de
100 ni, seguindo-se incubacédo por 2 h a temperatura ambiente.

As amostras testes foram previamente acidificadas para serem submetidas
a dosagem. ApoOs 2 h de incubacdo as placas foram lavadas com PBST, sendo
adicionado anticorpo anti -TGF-b1 biotinilado (R & D System). As condi¢cdes de
incubacdo com avidina, substrato e a leitura da reacdo foram semelhantes as

descritas para dosagem de IL-10.

3.11. Determinacédo da liberacdo de agua oxigenada (H>O2) por monocitos

A producéao de H,O- foi determinada segundo o método descrito por Pick &
Keisari ®® e adaptado por Pick & Mizel 9,

As células mononucleares do sangue periférico de pacientes e de
individuos controles foram obtidas de acordo com o item 3.8. A concentracéo

celular foi ajustada para 2x10° células totais/mL e 100 niL dessa suspens&o

(2x10°) foram distribuidos em placas de culturas de células de fundo plano,
contendo 96 orificios, incubadas por 60 min a 37 °C em tensdo de 5% de CO..

Apbs este periodo, as células ndo aderentes foram retiradas e a placa lavada 2
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vezes com meio RPMI. Em seguida, foram adicionados em cada orificio 100 ni. de
solucédo tampéao contendo: 140 mM de NaCl; 10 mM de tampao fosfato, pH 7; 5,5
mM de dextrose; 0,56 mM de vermelho fenol; 0,01 mg/mL de peroxidase tipo I
(Sigma, Chemical Co USA) e 1 mg de "Phorbol Mirestate Acetate" (PMA). Apés 60
min a 37 °C a reacao foi interrompida pela adicdo de 10 nL de NaOH 1N. As
amostras foram ensaiadas em quadruplicata. A absorbancia foi determinada em
leitor automatico de ELISA, com filtro de 620 nm, com um branco constituido de
solucéo de vermelho fenol e NaOH 1N.

Os resultados foram expressos em nanomoles de H,0,/2x10° células, a
partir de curva padrdo que foi estabelecida em cada ensaio, constituida com

concentragdes molares conhecidas de H,O, em tampéao vermelho fenol.

3.12. Cultivo da Candida albicans

Foi utilizada a cepa H1585 de Candida albicans, mantida no Laboratério de
Micologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias do Campus de Botucatu, através de cultivo em meio Sabouraud a
37 °C em tubos de 20 x 20 mm. As culturas foram empregadas apés 24 horas de

cultivo.

3.13. Atividade Fungicida de Mondcitos contra Candida albicans

Apés a realizacao da cultura de mondcitos (conforme descrito no item 3.8).

A concentracao celular foi ajustada para 2x10° células totais/mL e foi adicionada a
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cultura uma suspensdo de C. albicans preparada em meio RPMI contendo 10%
(v/v) de soro AB fresco, na proporcao de 1 fungo para cada 25 mondcitos (cultura
experimental), sendo a cultura incubada por 2 horas e 30 min a 37 °C em tenséo
de 5% de CO,. Alguns orificios da placa de cultura receberam apenas as
suspensdes controles do fungo em concentragdes equivalentes as utilizadas na
incubacdo com as monocamadas de mondcitos (cultura controle).

Em seguida, as culturas experimental e controle foram submetidas a
diversas lavagens com um volume de agua destilada estéril, procedimento que
permite o crescimento de, no maximo, 200 colbnias de fungo por placa, tornando a
leitura das mesmas mais sensiveis. Dessa suspensdo em agua destilada foram
semeados 0,1 mL contendo fungos viaveis ou ndo, em triplicatas, em placas
contendo meio de agar infusdo de cérebro e coracao (BHI —Difco) com incubacéo

a 37 °C por 24h. A atividade fungicida foi expressa pela seguinte formula:

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

controle] x 100

3.14. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados empregando-se testes ndo paramétricos.
Na comparacdo entre os niveis de citocinas detectados em sobrenadantes das
culturas de mondécitos estimuladas ou ndo 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 andlise comparativa entre os niveis de citocinas,
producdo de HO, e atividade fungicida de mondcitos contra C.albicans foram
utilizados os teste de KruskalWallis para a andlise entre os 3 grupos estudados e
o teste U de Mann-Whitney para amostras independentes, na comparagcao entre
gestante normais e portadoras de pré-eclampsia. Todas as andlises estatisticas
foram realizadas de acordo com Godfrey 9 e o nivel de significancia adotado

para todos os testes foi de 5%.

3.15. Aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas
guanto a finalidade da pesquisa e assinaram o0 termo de consentimento
esclarecido, sendo o projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da

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

60



Resultados

4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DOS GRUPOS ESTUDADOS

Do presente estudo participaram 25 mulheres normais ndo gravidas
(MN) e 50 gestantes primigestas, sendo 20 normais (GN) e 30 com pré-eclampsia

(PE).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas clinicas da populacdo
estudada, representadas pela mediana e valores minimo e maximo de idade,
idade gestacional e proteinuria. Em relacdo a idade nao foi observada diferenca
estatistica entre os grupos analisados. Entre os grupos de gestantes, a dade
gestacional também n&o apresentou diferenca significativa. Somente as gestantes
com pré-eclampsia apresentaram proteindria, cuja mediana foi de 1600 mg, com

variacdo entre 300 mg e 16000 mg.
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas das mulheres ndo gestantes (MNG),

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

Idade 22 19 21 NS
(anos) (19-36) (16-30) (16-39)
Idade
. 34 35
E— NS
9?;‘2;‘;5” (26-38) (27-40)
1600

Proteintria

(mg/24 horas) Negativa Negativa (300 — 16000)

Os resultados sdo expressos em mediana, com 0s valores minimo e maximo
entre parénteses.
* (p<0,05) Kruskal-Wallis (ANOVA)
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4.2. NIVEIS DE TNF-a PRODUZIDOS POR MONOCITOS DE MULHERES
NORMAIS, GESTANTES NORMAIS E COM PRE-ECLAMPSIA

Na tabela 2 estdo expressas as medianas com os valores minimo e maximo

obtidos no estudo da producdo de TNF-a por mondcitos, estimulados ou ndo com

LPS em mulheres normais ndo gravidas (MN), gestantes normais (GN) e em
gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE). Os valores dessa citocina
apresentaram aumento significativo apds estimulo dos mondcitos com LPS, em
todos os grupos analisados (Tabela 1 - teste de Wilcoxon).

A comparacdo entre os trés grupos, com relacdo aos niveis endégenos de
TNF-a, detectados no sobrenadante de mondcitos cultivados sem estimulo,
mostra valores significativamente mais elevados nas gestantes normais e nas com
pré-eclampsia em comparacao ao grupo de mulheres normais, sugerindo que os
mondcitos se encontram ativados durante a gestacdo. A comparacao entre GN e
PE pelo teste de Mann-Whitney ndo mostrou diferenca significativa entre esses
dois grupos. (Figura 1).

Apés estimulo dos mondcitos com LPS, verifica-se que os niveis de TNF-a
produzidos pelo grupo de gestantes normais foram significativamente mais
elevados em comparacdo a mulheres normais, ndo gravidas e gestantes com pré-

eclampsia (Figura 1).
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Tabela 2 — Niveis de TNF-a produzidos por mondcitos, estimulados ou nao
com lipopolissacaride (LPS), em mulheres normais (MN), gestantes

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

TNF-a (pg/mL)

GRUPOS . ; L
Sem estimulo Estimulo com LPS Significancia

MN 166,3 1028,9 p< 0,0001

(n = 25) (56,1— 382,7) (487,1 — 1264,7)
GN 710,0 1840,0 p< 0,0001

(n = 20) (89,0 — 1716,0) (1086,0 — 3088,0)
PE 644,5 1423,5 p< 0,0001

(n = 30) (119,0 — 2307,0) (328,0 — 2718,0)

Os valores estédo representados pela mediana e valores minimo e maximo, entre
parénteses

* teste de Wilcoxon
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TNF-a (pg/mL)

3000 3000
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Figura 1- Box-plot representando os niveis de TNF-a produzidos por
monocitos estimulados ou ndo com lipopolissacaride (LPS) em
mulheres normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-eclampsia
(PE). Os quadrantes superior e inferior representam os percentis 75 e
25 respectivamente e, o traco 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. NIVEIS DE IL-10 PRODUZIDOS POR MONOCITOS DE MULHERES
NORMAIS, GESTANTES NORMAIS E COM PRE-ECLAMPSIA

Os niveis de IL-10 detectados no sobrenadante de cultura de mondcitos
obtidos de mulheres normais, estimulados ou nao com LPS, foram
significativamente mais baixos quando comparados aos produzidos pelas
gestantes normais e com pré-eclampsia (Tabela 3 e Figura 2).

Apoés estimulo das culturas com LPS observou-se a producédo de niveis de
IL-10 significativamente mais elevados nas culturas de mondcitos obtidos dos trés
grupos estudados, em comparacao as culturas nao estimuladas (Tabela 2 — teste

de Wilcoxon).

67



Resultados

Tabela 3 — Niveis de IL-10 produzidos por mondcitos de mulheres
normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-eclampsia (PE).

IL-10 (pg/mL)

GRUPOS Sem estimulo Estimulo com LPS Significancia *

MN 294,7 873,7 p< 0,0001
(n = 25) (0 -585,5) (2116,8 — 2499,1)

GN 1330,0 5456,0 p< 0,0001
(n = 20) (166,0 — 7452,0) (579,0 — 14163,0)

PE 1414,0 2850,0 p< 0,0001
(n = 30) (166,0 — 11860,0) (82,0 — 17199,0)

Os valores estao representados pela mediana e valores maximo e minimo.

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

monoécitos estimulados ou ndo com

lipopolissacaride (LPS) em

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

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

25 respectivamente e, o trago 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. NIVEIS DE TGF-b1 PRODUZIDOS POR MONOCITOS DE MULHERES
NORMAIS, GESTANTES NORMAIS E COM PRE-ECLAMPSIA

Na Tabela 4 estdo expressas as medianas com o0s valores minimo e
méximo obtidos no estudo da producao de TGF-b1 por mondcitos estimulados ou
ndao com LPS em mulheres normais ndo gravidas (MN), gestantes normais (GN) e
gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE). Os niveis enddgenos dessa citocina,
produzidos nas culturas, ndo estimuladas, foram significativamente mais elevados
nos grupos de gestantes normais e de gestantes com pré-eclampsia, em
comparacao aos obtidos em mulheres normais (Tabela 4 e Figura 3).

Apoés o estimulo das culturas de monécitos com LPS, apenas o grupo de
mulheres normais apresentou niveis de TGF-b1 significativamente mais elevados
(teste de Wilcoxon, Tabela 4). Nos grupos de gestantes normais e com preé-
eclampsia a producdo de TGF-bl pelos mondcitos, apdés estimulo com LPS,
mostrou niveis semelhantes aos enddgenos da citocina, ndo havendo diferenca
significativa entre os valores obtidos antes e apés estimulo com LPS (Figura 3).

Os niveis de TGF-bl, obtidos apods cultivo com LPS e produzidos por
monaocitos de gestantes normais, ndo apresentaram diferenga significativa em
relacdo aos detectados nas culturas de monécitos de gestantes com pré-
eclampsia. Esses resultados sugerem que as células de ambos os grupos de
gestantes jA se encontravam ativadas in vivo, ndo sendo estimuladas in vitro

guando do cultivo com LPS (Figura 3).
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Tabela 4 — Niveis de TGF-b1 produzidos por de monécitos de mulheres

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

TGFb1 (pg/mL)

GRUPOS Sem estimulo  Estimulo com LPS Significancia*

MN 401,1 1173,1 p< 0,0001
(n = 25) (112,8- 708,0) (744,3 — 1866,5)

GN 1438,0 1475,0 NS
(n = 20) (876,0 — 2485,0) (1003,0 — 11190,0)

PE 1367,5 12925 NS
(n = 30) (712,0 — 2867,0) (673,0 — 2750,0)

Os valores estéo representados pela mediana e valores maximo e minimo

* teste de Wilcoxon
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Figura 3- Box-plot representando os niveis de TGF-b produzidos por

monoécitos estimulados ou ndo com

lipopolissacaride (LPS) em

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

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

25 respectivamente e, o traco 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 PRODUGCAO DE H0, POR MONOCITOS DE
MULHERES NORMAIS, GESTANTES NORMAIS E COM PRE-ECLAMPSIA

Na Tabela 5 estdo expressos os resultados da atividade fungicida e da
producdo de HO, por mondcitos de mulheres normais nao gravidas (MN) e de
gestantes normais (GN) e portadoras de pré-eclampsia (PE). A analise da
atividade fungicida dessas células contra C.albicans demonstra ndo haver
diferenca significativa entre 0s grupos.

Os niveis basais de H,0O, detectados na cultura de mondcitos ndo tratados
com PMA foram semelhantes nos trés grupos estudados. Entretanto, apoés
estimulo com PMA observam-se niveis significativamente mais elevados desse
metabdlito, produzidos pelos mondcitos de gestantes normais em comparacao
com mulheres normais (teste de Kruskal-Wallis) e com gestantes portadoras de
pré-eclampsia (teste U de Mann-Whitney). Esses resultados sugerem maior

capacidade de producéo de H,O, pelos mondcitos de gestantes normais.
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Tabela 5 — Atividade fungicida e producdo de 4gua oxigenada (H202) por
monaocitos de mulheres normais (MN), gestantes normais (GN) e com pré-

eclampsia (PE).

Atividade H202 (nM)
fungicida (%)

GRUPOS Sem PMA Com PMA
MN 29,9 0,37 3,81
(n = 21) (0-89,7) (0-3,4) (0,1-9,0)
GN 14,0 0,96 6,90 * +
(n =18) (0 - 48,0) (0-12,1) (2,30 —12,7)
PE 14,82 0,65 5,25
(n = 30) (0 — 100,0) (0-7,4) (0,07 - 16,1)

Os valores estdo representados pela mediana e valores minimo e
maximo

*(p <0,01) MN x GN — Kruskal-Wallis

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

Este estudo avaliou o estado de ativacdo de mondcitos do sangue periférico
de gestantes com pré-eclampsia pela andlise da producdo das citocinas TNF-a,
IL-10 e TGF-b1, liberacdo de HO, e atividade fungicida dessas células contra
C.albicans. Os métodos empregados estdo relacionados com a avaliacdo da
funcdo de células da imunidade inata, envolvidas na reacéo inflamatoria. Assim,
poderiam testar a hipotese de que, células do sangue periférico estdo ativadas na
pré-eclampsia.

Na pré-eclampsia os trabalhos realizados com o objetivo de avaliar a
atividade funcional de mondcitos sdo escassos.

A analise dos resultados referentes a producdo de TNF-a enddgeno,
detectada no sobrenadante de cultura de mondcitos ndo estimulados com LPS,
demonstrou niveis significativamente mais elevados da citocina em gestantes
normais e portadoras de pré-eclampsia, em comparacdo com mulheres normais
(Figura 1). Resultados semelhantes foram obtidos na determinagcdo dos niveis
enddgenos de IL-10 e de TGF-b1 (Figuras 2 e 3). A comparagdo entre os dois
grupos de gestantes, normais e com pré-eclampsia, ndo mostrou diferenca com
relacdo a producdo espontdnea das trés citocinas estudadas. Os resultados
sugerem que 0S mondcitos se encontram ativados durante a gestagdo. A

producdo espontanea elevada dessas citocinas indica que as gestantes, tanto

normais como com pré-eclampsia se encontram em estado inflamatorio, com os
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monadcitos pré-ativados in vivo, quando comparadas as mulheres normais nao
gravidas.

Ha evidéncias de ativagdo de leucdcitos durante a gestacdo normal.
Aumento do numero de mondcitos e granulécitos € observado desde o primeiro
trimestre até o final da gestacdo Y. Essas células circulantes no sangue periférico
apresentam fenoétipo de células ativadas, com aumento na capacidade fagocitica e
microbicida, devido a aumento do metabolismo oxidativo e producdo de
citocinas %7273 A expressdo de moléculas CD14, receptor para a endotoxina
LPS, estd aumentada em mondcitos de gestantes normais e, em resposta a
endotoxina, essas células produzem niveis mais elevados de IL-12, confirmando o
estado de ativacdo .

Estudos anteriores sobre a ativagcdo de mondcitos e macréfagos na pré-
eclampsia foram apresentados por Schrocksnadel et al. ?®, que observaram niveis

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

sugerindo o envolvimento dessas células no mecanismo patogénico da doenca.
Berge et al. ¥, avaliando a atividade de células fagocitarias na pré-eclampsia,
demonstraram que mondcitos circulantes eram mais ativos nessa patologia e
produziam mais radicais livres. Assim, tanto os radicais livres oxidantes como o
TNF-aDodem causar as alteracdes endoteliais, caracteristicas da doenca.

Sacks et al.®®, estudando ativacdo de leucécitos circulantes em gestantes
normais e com pré-eclampsia, pela técnica de citometria de fluxo, observaram que
granuldcitos e monécitos de ambos 0s grupos se encontravam ativados, com

expressdo aumentada de moléculas CD11b (b2 integrina que se liga a molécula
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de adeséao intercelular-ICAM-1), CD14 (receptor para LPS) e CD64 (receptor de
alta afinidade para 1gG), em comparacdo as células de mulheres normais, ndo
gravidas. Na pré-eclampsia, além dessas alteracbes foi observado aumento
intracelular de reativos intermediarios do oxigénio. Alteracdes significativas de
leucécitos intravasculares, na gestacdo normal, levou Redman et al. @9 a
sugerirem que a pré-eclampsia pode ser resultante da exacerbacdo de um
processo inflamatorio generalizado, natural da gravidez.

Segundo trabalhos recentes, a ativacdo sistémica da imunidade inata
durante a gestacdo poderia representar um mecanismo importante de defesa
contra infec¢des, uma vez que a imunidade adquirida, mediada por linfécitos, se
encontra relativamente diminuida nesse periodo ©°87.

Produtos placentérios e fetais, liberados diretamente na circulacdo materna,
podem ser eliminados por fagocitose, 0 que levaria a ativacdo dos fagocitos
circulantes ("®>'®. Mesmo na auséncia de fagocitose, membranas lipidicas podem
estimular mondécitos por ligacdo a receptores CD14 e CD11b ©"77 A ativacéo de
monaocitos poderia gerar a liberacdo de citocinas, mediadores lipidicos e radicais
livres, capazes de modular a resposta imune materna. Portanto, as citocinas pro-
inflamatorias parecem ser responsaveis, em parte, pela maior expressédo de
moléculas de superficie nos leucocitos de gestantes normais e com pré-eclampsia.
Além disso, a exposicado crbnica de lipidios ou proteinas feto-placentarias na
circulacdo materna poderia ativar essas células induzindo um efeito

semelhante®,
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Nossos resultados de producédo espontanea de TNF-a, IL-10 e TGF-b1, na
gestacdo normal e na pré-eclampsia, falam a favor dessa hipotese.

Ap0s estimulo dos mondcitos com LPS verificou-se que os niveis de TNF-a
e de IL-10 foram significativamente mais elevados nos trés grupos estudados,
sugerindo que a capacidade de producdo dessas citocinas ndo esta afetada
durante a gestagdo (Tabelas 1 e 2). Entretanto, os niveis de IL-10 e TNF-a foram
mais elevados tanto nas gestantes normais quanto nas com pré-eclampsia,
guando comparados a mulheres ndo gravidas (Figuras 1 e 2). Mais uma vez 0s
resultados mostram que os mondécitos se apresentam ativados e com maior
capacidade de producao de citocinas durante a gestacdo. No entanto, observou-
se também diferenca significativa entre gravidas normais e com pré-eclampsia,
sendo que estas Ultimas mostraram uma menor producédo de TNF-a apos estimulo
com LPS (Figura 1). A menor capacidade de producédo de TNF-a pelos mondcitos
estimulados com LPS, em gestantes com pré-eclampsia, sugere o controle da
producédo da citocina nessa patologia da gestacao.

Esse fenbmeno poderia estar relacionado ao sequestro de células maduras,
produtoras da citocina na interface materno-fetal, uma vez que Hennessy et al.®¥,
demonstraram em placentas de gestantes com pré-eclampsia, maior nimero de
células produtoras de TNF-a em relagdo a gestantes normais. Além disso, outros
fatores decorrentes da lesdo endotelial observada na pré-eclampsia, poderiam
interferir com a capacidade de producdo de TNF-a por mondcitos, estimulados
com LPS. Segundo Fearon & Locksley ") monécitos podem ser ativados por

lipidios de membrana, através da ligacdo aos receptores CD14 e CD11b, de
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maneira analoga a ativacdo induzida por LPS. Portanto, na pré-eclampsia, esses
lipidios, interagindo in vivo com mondcitos, poderiam se ligar ao receptor CD14 e
competir com o LPS, quando essas células sdo estimuladas in vitro com a

endotoxina, diminuindo assim, a capacidade de producédo de TNF-a.

Por outro lado, na pré-eclampsia, deve-se considerar que a estimulacao
cronica in vivo de mondcitos, poderia induzir um estado de tolerancia a ativacao
por LPS, conforme ja foi descrito na sepse (®™®. Randow et al."® estudando o
mecanismo de tolerancia de mondcitos ao LPS, verificaram que a exposicédo a

endotoxina, mesmo em baixas concentracdes, induz menor producdo de TNF-a e

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

Tanto nas gestantes normais como nas com pré-eclampsia foram
observados niveis elevados de IL-10, produzidos por mondcitos antes e apos
estimulo com LPS, em comparacdo a mulheres normais, ndo gravidas. Na
literatura, a maioria dos trabalhos relata niveis de IL-10 no plasma de gestantes

normais, semelhantes as com pré-eclampsia 76289,

. (64)

Hennessy et a avaliando a presenca de IL-10 e TNF-a em placentas de

termo, em gestantes normais e com pré-eclampsia, detectaram por
imunohistoquimica, coloracdo aumentada para TNF-a, enquanto havia deficiéncia
de producédo de IL-10 na placenta de gestantes com pré-eclampsia. Além disso, os
niveis de IL-10 no soro de gestantes com esta patologia estavam diminuidos em
comparacdo com gravidez normal. Segundo esses autores, a menor produgao de
IL-10 na placenta poderia estar relacionada ao desenvolvimento inadequado da

placenta nessa patologia.
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Por outro lado, Gratacés et al.®?, ao avaliarem os niveis séricos de IL-10,
IL-4 e GM-CSF em gestantes normais e com pré-eclampsia, verificaram que as
concentracbes de IL-10 e IL-4 eram semelhantes em ambos o0s grupos.
Recentemente, Ellis et al.®? estudaram niveis plasmaticos de IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-a em gestantes com pré-eclampsia e verificaram niveis mais elevados de IL-
6 e IL-8, enquanto os de TNF-a e IL-10 ndo se encontravam significativamente
alterados, em comparacao com gestantes normais.

Sabendo-se que na gestacdo existe um estado inflamatério fisioldgico, e
gue a IL-10 é considerada uma citocina anti-inflamatdéria, esse aumento durante a
gestacdo pode ter ocorrido, na tentativa de regular a producdo de citocinas proé-
inflamatdrias como o TNF-a. A IL-10 apresenta papel regulador sobre a funcao de
mondcitos/macrofagos e neutréfilos, sendo considerada uma citocina supressora e
potente agente anti-inflamatorio. Além disso, essa citocina pode exercer efeito
supressor sobre células NK e sobre a producao autécrina de TNF-a e IL-12 por
monA@citos. Muitos experimentos in vitro tém confirmado o papel anti-inflamatério
da IL-10, enquanto que algumas situacdes in vivo sugerem que a IL-10 atue como
citocina estimulatéria ®182). Este paradoxo entre papel supressor ou estimulatério
da IL-10 é discutido por Adib-Conquy et al. 2, que observaram ambas atividades,
dependendo do tipo de estimulo fornecido a célula e do estado de estimulacdo em
que esta se encontra.

A producdo de IL-10 por mondcitos/macrofagos pode ser inibida pela
propria IL-10, uma vez que a secrecao desta citocina parece ser auto-limitada e

sua producdo pode ocorrer relativamente mais tarde em relacdo as outras
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citocinas produzidas pelos mondcitos ©.

Assim, 0s mondcitos/macrofagos
secretam quantidades elevadas de citocinas pré-inflamatorias, antes de ocorrer
producéo e/ou inibicao pela IL-10.

Nas gestantes normais e nas com pré-eclampsia deste estudo, os niveis
enddgenos elevados e semelhantes de IL-10, sugerem um mecanismo de controle
da producdo de TNF-a por essas células, submetidas a estimulacdo cronica
durante a gestacéo, na tentativa de controle da reacédo inflamatoria materna.

Neste trabalho, os niveis de TGF-bl produzidos por mondcitos, apos
estimulo com LPS, foram significativamente mais elevados apenas o grupo de
mulheres normais (Tabela 4). Nos grupos de gestantes normais e com pré-
eclampsia a producdo de TGF-bl pelos mondécitos, apdés estimulo com LPS,
mostrou niveis semelhantes aos enddgenos da citocina, ndo havendo diferenca
significativa entre os valores obtidos antes e apos estimulo com LPS (Figura 3).
Esses resultados sugerem que as células de ambos os grupos de gestantes ja se
encontravam ativadas in vivo, ndo sendo estimuladas in vitro quando do cultivo
com LPS.

A producdo enddégena elevada de TGF-bl e das demais citocinas, por
mondcitos de gestantes normais e com pré-eclampsia, parece refletir o estado
inflamatorio dessas células durante a gestacao.

N&o existem na literatura trabalhos estudando a producdo de TGF-b1 por
mondcitos, tanto na gravidez normal como na pré-eclampsia.

Djurovic et al. ®® avaliando os niveis plasmaticos de TGF-b1 em gestantes

com pré-eclampsia, observaram valores significativamente mais elevados nessas
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pacientes, ndo havendo correlacdo com a gravidade da patologia. Em trabalho
recente, Lyall et al.®¥ detectaram, por técnica de imunohistoquimica, a expressdo
semelhante das trés isoformas de TGF-b: TGF- b1, TGF- b2 e TGF- b3 na placenta
tanto de gestantes normais como das com pré-eclampsia, no terceiro trimestre da
gestacao. Os autores sugeriram que essa citocina parece ndo desempenhar papel
importante na fisiopatologia da pré-eclampsia ou da restricdo de crescimento intra-
uterino.

Em vista dessas evidéncias e dos poucos trabalhos estudando essa
citocina na literatura, fica dficil a interpretacdo dos resultados de producédo de
TGF-b1 pelos mondécitos, no presente trabalho. A semelhanca dos resultados de
TGF-b1l obtidos em gestantes normais e nas com pré-eclampsia, sugere que,
assim como a IL-10, o TGF-bl poderia estar desempenhando papel anti-
inflamatoério. Essa molécula poderia estar regulando o estado de ativagdo dos
monaocitos na gestacdo, uma vez que atua localmente como modulador tanto
autécrino como paracrino ©.

O estudo da atividade fungicida contra C.albicans mostrou que, em
gestantes normais e com pré-eclampsia, houve tendéncia a valores mais baixos
desse parametro em relagdo as mulheres normais, embora ndo tenha sido
observada diferenca significativa entre os trés grupos estudados (Tabela 4). Esses
resultados sugerem que durante a gestacdo, os mondcitos podem apresentar
atividade fungicida ligeiramente diminuida, devido a producdo de altos niveis das

citocinas anti-inflamatoérias IL-10 e TGF-b1l. Na pré-eclampsia, a avaliacdo de

niveis plasméticos de TNF-a, IFN-g e IL-6 e da atividade microbicida de

83




Discussao

monaocitos, mostrou valores significativamente elevados de TNF-a tanto em

gestantes normais como nas com pré-eclampsia, enquanto as funcdes fagocitaria

(86) (87)

e microbicida estavam deprimidas nesses dois grupos Roilides et al.
demonstraram efeito supressor de IL-10 sobre a funcdo de monécitos humanos,
desafiados com C.albicans e Staphylococcus aureus. Verificaram que a incubacao
prévia dessas células com IL-10 diminuia a capacidade fungicida e microbicida e
suprimia a producao de anion superoxido, em resposta a estimulos como PMA.

O ensaio in vitro para detectar a liberacdo de H,O, por mondcitos em
mulheres normais, gestantes normais e com pré-eclampsia, demonstrou que o0s
niveis basais desse metabdlito, detectados nas culturas néo tratadas com PMA,
foram semelhantes nos trés grupos estudados. Entretanto, apds estimulo com
PMA, ativador direto da proteina quinase C, observaram-se niveis
significativamente mais elevados nas gestantes normais em comparagdo com
mulheres normais e com gestantes portadoras de pré-eclampsia (Tabela 4). Esses
resultados sugerem maior capacidade de producdo de HO, por mondcitos de
gestantes normais e estd de acordo com os resultados de trabalhos anteriores,
demonstrando que essas células se encontram ativadas durante a gestagéo >V,
A deteccdo de reativos intermediarios do oxigénio (H,O,, O2- e OH+)
intracelulares por citometria de fluxo, em leucdcitos de sangue periférico de
gestantes normais e com pré-eclampsia, mostrou que essas células produzem
esses metabolitos como parte do mecanismo imune de defesa .

A producéo elevada de H,O, por mondcitos, estimulados com PMA, na

gestacdo normal, sugere que essa atividade ndo estd sendo regulada por
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citocinas com atividade anti-inflamatéria como IL-10 e TGF-b1. Apesar dos niveis
endoégenos dessas citocinas se encontrarem elevados, ndo parecem ter efeito
direto sobre a producao de H,O; pelos mondcitos.

A menor liberacdo desse metabdlito por células de gestantes com pré-
eclampsia, esta em acordo com a menor capacidade de producdo de TNF-a,
observada quando essas células sdo estimuladas in vitro com LPS e, poderia
refletir os efeitos cronicos da ativacdo mais acentuada dessas células, causada
pelo estresse oxidativo, responsavel pela patogénese da pré-eclampsia ©9.
Segundo Walker ®®, em placentas de gestantes com pré-eclampsia, ocorre
aumento da producdo de TNF-a e de peroxidos lipidicos, causando reducédo de
fatores anti-oxidantes. A peroxidacao lipidica esta também aumentada no sangue
periférico em associacdo com citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-8,
originadas de mondcitos. Assim, na pré-eclampsia h4d um desbalanco entre
atividade oxidante e anti-oxidante, que poderia afetar a atividade funcional dos

mondcitos.

Em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que tanto na
gestacao normal como na pré-eclampsia, 0s mondcitos se encontram ativados in
vivo e sdo as principais fontes de citocinas pré-inflamatoérias (TNF-a) e anti-
inflamatorias (IL-10 e TGF-b1). A producao de citocinas reguladoras, como IL-10 e
TGF-b1, parece refletir a tentativa do organismo materno em modular a resposta

imune sistémica, que ocorre durante a gestacao, no sentido de promover a defesa

do organismo materno e ao mesmo tempo garantir o sucesso da gestacao.
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6. CONCLUSOES

Mondcitos de gestantes normais e com pré-eclampsia estdo ativados in vivo,

produzindo niveis elevados de citocinas proé-inflamatérias (TNF-a) e anti-

inflamatorias (IL-10 e TGF-b1).

Em gestantes com pré-eclampsia existe menor capacidade de producéo de
TNF-a e HyO5, ap6s estimulo dos mondcitos in vitro, quando comparadas com

gestantes normais.

Niveis elevados de IL-10 e TGF-b1 sugerem a presenca de um mecanismo de

controle da reacao inflamatéria durante a gestacao.
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Resumo

RESUMO

A Pré-eclampsia é uma complicagcdo grave da gestacdo, caracterizada por
hipertensdo e proteindria. Os sintomas desta sindrome aparecem durante a
segunda metade da gestacdo. A literatura sugere que a pré-eclampsia resulta de
uma resposta inflamatéria excessiva a gestacao. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade de mondcitos de sangue periférico através da producdo de
citocinas, atividade fungicida e liberacdo de peréxido de hidrogénio por essas
células em gestantes normais e com pré-eclampsia. Foram estudadas 25
mulheres ndo-gravidas e normotensas e 50 gestantes sendo 20 normotensas e 30
com pré-eclampsia. Mondcitos foram cultivados com ou sem 10 ug/mL de
lipopolissacéride (LPS) durante 24 h a 37°C e os niveis de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), de Interleucina-10 (IL-10) e de fator transformador do
crescimento beta (TGF-b1) foram determinados no sobrenadante de cultura por
ensaio imunoenzimético. A atividade fungicida foi avaliada pela recuperacédo de
células viaveis de Candida albicans apds plaqueamento e contagem de unidades
formadoras de colénias em meio agar Sabouraud. A liberacdo de perdxido de
hidrogénio (H»O;) foi determinada antes e apds estimulo dos mondcitos com
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Os resultados mostraram que 0s niveis
enddgenos de TNF-a, IL-10 e de TGF-b1 produzidos por mondcitos, cultivados
sem estimulo, foram significativamente mais elevados tanto em gestantes normais
como nas com pré-eclampsia. Resultados semelhantes foram observados com
relacdo a producado de IL-10 e TGF-b1 por mondcitos apds estimulo com LPS. A
liberacdo de H,O, apds estimulo com PMA foi mais elevada em gestantes
normais do que nas com pré-eclampsia. Além disso, mondcitos de gestantes com
pré-eclampsia produzem niveis mais baixos de TNF-a, sugerindo uma diminuigdo
na capacidade de producdo dessa citocina, apos estimulo com LPS. A atividade
fungicida foi semelhante nos trés grupos estudados. Esses resultados mostram
gue mondcitos circulantes de gestantes normais e com pré-eclampsia estédo
ativados in vivo, produzindo niveis elevados de citocinas pro e anti-inflamatorias.
Em mulheres com pré-eclampsia ha um defeito na capacidade de producdo de

TNF-a e HyO, apds estimulo dos mondcitos in vitro em comparagdo com
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gestantes normais. A producdo elevada de IL-10 e de TGF-b1l por mondcitos,
apos estimulo com LPS, sugerem que essas citocinas anti-inflamatérias podem
estar envolvidas na modulacdo da resposta inflamatéria materna, durante a

gestacao.
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Abstract

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 370C, and the levels of tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a), Interleukin-10 (IL-10) and transforming growth factor beta 1
(TGF-b1) 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 (H»O») liberation was
determined before and after monocyte stimulation with phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA). The results showed that endogenous levels of TNF-a, IL-10 and
TGF-b1 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-
b1 production after monocyte stimulation with LPS. Monocytes from normotensive
pregnant women released higher levels of HO, after PMA stimulation than cells
from patients with pre-eclampsia. Besides monocytes from women with pre-
eclampsia produced lower levels of TNF-a 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-a and HO, production

103



Abstract

after in vitro monocyte estimulation in comparison with normotensive pregnant
women. The increased production of IL-10 and TGF-b1 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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