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“A diferenga entre o possivel e o impossivel esta na vontade humana”

- Louis Pasteur-



Resumo

A pré-eclampsia (PE) é uma complicagdo da gestagdo humana
caracterizada por hipertensao arterial e proteinuria apos a 20 semana de gestagéo.
Sua incidéncia varia de 5% a 7% das gestagdes e € uma das principais causas de
morbidade e mortalidade materna e fetal. Esta € uma doenga multissistémica,
centralizada na disfungédo vascular e esta intimamente relacionada com a ativagao
exacerbada do sistema imunoldgico. Além do aumento da ativagdo de mondcitos e
granulécitos, existe uma maior produgdo de citocinas pro-inflamatérias nas
gestantes com PE. O fator de transcricdo nuclear-kB (NF-kB) esta presente nas
células do sistema imune e € responsavel pela transcrigdo de genes relacionados
com a inflamagado. Considerando que a PE esta associada a resposta inflamatoéria
intensa e generalizada, o emprego de substancias moduladoras da atividade do fator
NF-kB poderia ser util para atenuar a inflamagao presente nessas pacientes. A
silibinina é o principal componente da silimarina, um extrato polifendlico obtido de
frutos e sementes de Silybum marianum, com potente atividade hepatoprotetora,
anti-inflamatéria e anti-fibrética. Tem como um dos mecanismos de acdo a
capacidade de inibir a ativacdo do fator NF-kB e, consequentemente, sua migragao
para o nucleo. O objetivo deste trabalho foi avaliar se a silibinina modula a atividade
de NF-kB e a producdo de citocinas inflamatdrias em células mononucleares de
pacientes com PE. Foram avaliadas 34 gestantes com PE, 20 gestantes
normotensas (GN) e 15 mulheres nao gravidas (NG). Células mononucleares
(PBMC) foram obtidas do sangue periférico e cultivadas na presencga ou auséncia de
silibinina (5 uM ou 50 uM) e estimuladas ou ndo com lipopolissacarideo (LPS ) por
18 h para a obtencdo de sobrenadante e subsequente determinagdo da
concentragao do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1B) por
ensaio imunoenzimatico (ELISA). As células foram também cultivadas por 30 min
para a realizagcdo da extragcao nuclear e determinacao da atividade de NF-kB. Os
resultados mostraram aumento da ativacédo de NF-kB em PBMC dos grupos PE e
NG comparados ao grupo GN; porém n&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre NG e PE. Observou-se também aumento na produgao de TNF-a e
IL-18, por PBMC do grupo PE comparado ao grupo GN. A silibinina na concentragao
de 50 uM apresentou atividade anti-inflamatdria, inibindo a ativagdo de NF-kB e a

producdo das citocinas inflamatérias em todos os grupos estudados. Portanto,



pacientes com PE apresentaram uma maior ativagcdo de PBMC em comparacao GN
e, a silibinina apresentou atividade moduladora sobre a resposta inflamatoria,

sugerindo sua utilizagdo como terapéutica adjuvante na pré-eclampsia.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; NF-kB; TNF-qa; IL-1B; Silibinina.



Abstract

Pre-eclampsia (PE) is a complication of human pregnancy characterized by
hypertension and proteinuria after 20 weeks of gestation. Its incidence varies from
5% to 7% of pregnancies and is a major cause of morbidity and maternal and fetal
mortality. This is a multisystemic disease, with focus on vascular dysfunction and is
closely related to the exacerbated activation of the immune system. In addition to
increased activation of monocytes and granulocytes, there is an elevated production
of proinflammatory cytokines in pregnant women with PE. The nuclear transcription
factor-kB (NF-kB) is present in the cells of the immune system and is responsible for
transcription of genes related to inflammation. Whereas the PE is associated with
intense inflammatory response, the use of substances modulating the activity of NF-
kB factor could be useful in alleviating the inflammation present in these patients.
Silibinin is the main component of silymarin, a polyphenolic extract obtained from
fruits and seeds of Sylibum marianum with potent hepatoprotective, anti-inflammatory
and anti-fibrotic activities. The silibinin mechanism of action includes the ability to
inhibit NF-kB activation and, consequently, its migration to the nucleus. The objective
of this study was to assess whether silibinin modulates the activity of NF-kB and the
production of inflammatory cytokines in mononuclear cells of patients with PE. We
evaluated 34 pregnant women with PE, 20 normotensive pregnant women (GN) and
15 non-pregnant women (NG). Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
obtained from those groups of women and cultured in the presence or absence of
silibinin (5 uM or 50 uM) and stimulated or not with lipopolysaccharide (LPS) for 18 h
to obtain supernatant for determination of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and
interleukin-1 (IL-1B) by enzyme immunoassay (ELISA). The cells were also cultured
for 30 min to perform the extraction and determination of the nuclear activity of NF-
kB. The results showed increased activation of NF-kB in PBMC of the PE and NG
groups compared to the GN group, but there was no statistically significant difference
between NG and PE. We also observed increased production of TNF-a and IL-1 by
PBMC in the PE group compared to GN group. Silibinin at concentration of 50 uM
showed an anti-inflammatory activity, inhibiting the activation of NF-kB and
production of inflammatory cytokines in all the groups studied. Therefore, patients
with PE showed a greater activation of PBMC cells compared with GN women, and



silibinin showed modulatory activity on the inflammatory response, suggesting its use

as adjuvant therapy in preeclampsia.

Key word: Preeclampsia; NF-kB; TNF-a; IL-1B; Silibinin.
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1. INTRODUCAO:

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gravidez humana
que atinge 5% a 7% das gestacdes (UNAL et al., 2007). E a principal causa de
morbidade e mortalidade materna e fetal (SAITO et al., 2007) e, clinicamente, é
caracterizada por hipertensao e proteinuria apés a 20 semana de gestagao (ACOG,
2002). Esta € uma doencga multissistémica e sua fisiopatologia é centrada na lesao
endotelial e na inadequada invasdo citotrofoblastica endovascular (DEKKER &
SIBAI, 1998).

A lesao e disfuncdo da célula endotelial sdo eventos comuns a todos os
achados patologicos da PE, que parece estar associada a uma regulagéo
inadequada do sistema imune materno, levando a prevaléncia do perfil Th1 ao invés
do perfil Th2, que ocorre nas gestagdes nao complicadas (SAITO & SAKAI, 2003;
JONSSON et al., 2006). Portanto, a PE parece ser resultante de uma ativacao
exacerbada da resposta inflamatéria materna, que inclui ativagdo de células
inflamatdrias, como mondcitos e granulécitos, bem como células endoteliais, que
sdo parte do sistema inflamatério (REDMAN et al., 1999; BORZYCHOWSKI et al.,
2006). A ativacao de granuldcitos e mondcitos descrita na PE sugere o envolvimento
dessas células nos mecanismos fisiopatolégicos dessa doenga (OIAN et al., 1985;
LUPPI & DELOIA, 2006). Além disso, foi demonstrado aumento na expressao de
marcadores de ativacdo na superficie celular, assim como producao de reativos
intermediarios do oxigénio em gestantes com PE (SACKS et al., 1998; PERACOLI et
al., 2011).

Essa patologia € caracterizada por produgéo excessiva de citocinas pro-
inflamatdrias (REDMAN & SARGENT, 2003; LUPPI & DELOIA, 2006; LOCKWOOD
et al., 2011) e quimiocinas (VISSER al., 2007), bem como por altera¢cdes na
produgdo de citocinas reguladoras, como Interleucina-10 (IL-10) e fator de
crescimento e transformacao (TGF-B) (VISSER et al., 2007; PERACOLI et al., 2008).
PERACOLI et al. (2007), avaliando a produgéo de TNF-a em gestantes normais e
com PE, verificaram que tanto os niveis séricos como a produgdo endogena da
citocina por mondcitos de sangue periférico foram significativamente mais elevados
em gestantes com PE. Observou-se ainda, aumento dos niveis sérios de IL-6 e IL-
18 em pacientes pré-eclampticas quando comparadas a gravidas normotensas
(KALINDERIS et al., 2011).
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A producgao de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e moléculas que
medeiam a inflamacéo e adesao vascular depende da ativacao da via de transducao
de sinal do fator de transcricdo nuclear-kappa B (NF-kB) (MATSUSAKA et al., 1993;
CHEN et al., 1995; STRIZ et al., 2011). O NF-kB esta presente na forma inativa no
citoplasma como heterodimero composto pelas subunidades p50 e p65 ligadas a
proteina inibitéria IkB. Quando a célula é ativada, ocorre a fosforilacdo de IkB,
permitindo a translocacdo de p50/p65 até o nucleo para transcricdo de genes de
citocinas pré-inflamatorias. HASEGAWA et al. (2003) demonstraram ativagdo de NF-
kB em PBMC de sangue periférico de recém-nascidos com asfixia neonatal e
sequelas neuronais. Os autores sugerem que citocinas inflamatérias como TNF-q,
produzidas no sistema nervoso central, podem entrar na circulagao periférica e ativar
o NF-kB nessas células. Assim, o nivel de ativacdo do NF-kB em PBMC, bem como
a inflamagao mediada pela ativagdo desse fator nuclear podem refletir a gravidade

da encefalopatia causada pela asfixia neonatal.

LUPPI et al. (2006) descreveram a ativagdo de NF-kB em leucdcitos de
portadoras de PE relacionada com elevados niveis séricos de IL-6. Portanto, nessa
patologia, a ativagado excessiva de monocitos e granuldcitos intravasculares, bem
como de macrofagos, sugere que a ativagdo do sistema imune inato pode causar
problemas na progressao da gestacdo. Nesse sentido, o emprego de agentes
moduladores da reacao inflamatéria seria uma alternativa para o tratamento da

doenca.

A silibinina, o composto mais ativo da silimarina, um extrato obtido de
frutos e sementes de Silybum marianum, apresenta interessantes atividades de
citoprotegdo, anti-inflamatorias, antifibréticas e anticarcinogénicas (KREN &
WALTEROVA, 2005). E utilizado como hepatoprotetor ha mais de dois mil anos e
reportado como a preparagdo mais frequentemente utilizada por pacientes
voluntarios com cancer (SINGH et al., 2004). A silimarina é constituida por 70% de
flavonoides, sendo eles: silybin (60-70%), silychristin (20%), silydianin (10%) e
isosilybin (5%) e, outros 30% de uma fracdo quimicamente indefinida, contendo
compostos polifendlicos poliméricos e oxidados (RUI, 1991; KREN & WALTEROVA,
2005; PRADHAN & GIRISH, 2006). A silibinina parece interferir na cascata de
transducéo controlada pelo NF-kB, suprimindo a fosforilagdo e degradacgéo de kB e

diminuindo assim a translocacdo de NF-kB para o nucleo (ZANDI et al., 1997; KREN
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& WALTEROVA, 2005; COMELLI et al., 2007). A inibicdo desse fator de transcricao
tem sido empregada na tentativa de atenuar as atividades inflamatorias em
mondcitos humanos ativados por lipopolissacaride (LU & WAHL, 2005). BANNWART
et. al. (2010) demonstraram que a adicdo de silibinina a cultura de mondcitos
humanos desafiados in vitro com Paracoccidioides brasiliensis suprimiu
significativamente a ativacdo de NF-kB e a produgdo de TNF-a pelas células
estimuladas com o fungo. Esses autores também verificaram que a silimarina, bem
como a silibinina ndo apresentam atividade citotoxica sobre monécitos humanos,
mesmo quando tratados com altas doses desses flavondides.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi comparar o estado de ativagéo das
células PBMC de mulheres com PE com as das gestantes saudaveis e mulheres
nao-gravidas e, avaliar se o tratamento dessas células com silibinina pode modular a

ativacdo de NF-kB e a produgéao de citocinas inflamatérias na pré-eclampsia.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Pré-eclampsia

Na gestacao, hipertensao é definida como pressao arterial sistdlica igual
ou maior que 140 mm Hg e pressao diastdlica igual ou maior que 90 mm Hg
detectadas apos a 20? semana de gestacdo em mulheres previamente normotensas
(NHBPEP, 2000). Mais que 25% das gestantes com hipertensdo desenvolvem
proteinuria (= 0,3 g de proteina em urina de 24h), caracterizando a PE (SAUDAN et
al., 1998). Além de hipertensao e proteinuria, ha inUmeros outros sinais e sintomas
na PE, tais como edema, dor de cabecga, disturbios visuais, e dor epigastrica que se
manifestam de acordo com a gravidade da doenga (ACOG, 2002).

A incidéncia exata de PE é desconhecida, porém estudos sugerem
ocorrer em aproximadamente 5% a 7% das gestagcées (UNAL et al., 2007). A PE é
principalmente uma doenga que ocorre na primeira gestagcdo, mas outros fatores de
risco estdo envolvidos como: gestagdo multipla, PE em uma gestagéo prévia, feto
com paternidade diferente dos filhos anteriores, hipertensao crénica, diabetes pré-
gestacional, doenga vascular, nefropatia, sindrome do anticorpo antifosfolipide,
obesidade, idade de 35 anos ou mais, e racga africana-americana (ACOG, 2002;
ROBILLARD et. al., 2011; TROGSTAD et. al., 2011).
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Apesar de ser uma das principais causas de mortalidade materna e fetal
(SAITO et al., 2007), esta € uma doenca que ainda n&o possui uma etiologia bem
definida, nem um diagnédstico precoce, tampouco um tratamento eficaz que evite os
partos prematuros. Os conhecimentos sobre a fisiopatologia da pré-eclampsia se
inovam constantemente com o passar dos anos; entretanto, € unanimemente aceito
ser uma doengca multisistémica, centralizada na disfuncdo vascular, em que a
hipertensao é apenas uma de suas manifestagcdes (DEKKER & SIBAI, 1998).

De acordo com NHBPEP (2000), a PE pode ser classificada como leve ou
grave conforme a gravidade dos sintomas. A PE é considerada grave quando um ou
mais dos seguintes critérios estiverem presentes: |-) presséo arterial sistolica = 160
mm Hg ou pressao diastélica =2 110 mm Hg em duas ocasides com pelo menos 6
horas de intervalo enquanto a paciente permanece em repouso, IlI-) 5 g ou mais de
proteinuria presente em urina de 24 horas, lll-) volume de urina de 24 horas menor
que 500 mL, IV-) disturbios visuais ou cerebrais, V-) edema pulmonar ou cianose,
VI-) dor epigastrica, VII-) funcdo hepatica prejudicada, VIlI-) trombocitopenia e 1X-)
restricdo do crescimento fetal (ACOG, 2002).

Mais recentemente, definiu-se uma outra forma de classificar a PE: em
precoce (manifestagcdes ocorrem antes da 34% semana de gestacdo) ou tardia
(manifestacbes ocorrem a partir da 342 semana de gestacao) (VON DADELSZEN et
al., 2003; HUPPERTZ, 2008). Tem sido sugerido que a PE precoce, com
aproximadamente 5% a 20% dos casos de PE e, a PE tardia, com mais de 80% dos
casos de PE, apresentam diferentes etiologias, podendo ser consideradas duas
entidades distintas. A PE tardia, geralmente, manifesta-se de uma forma mais
branda, ndo afeta o crescimento fetal, ndo altera drasticamente o comportamento
das artérias uterinas (Doppler normal), mantém-se o fluxo sanguineo normal nas
artérias umbilicais. Ja a PE precoce manifesta-se de forma mais severa e é
caracterizada por: invasao trofoblastica inadequada ou incompleta, alteragbes do
fluxo sanguineo nas artérias espiraladas da placenta (Doppler alterado), fluxo
sanguineo anormal nas artérias umbilicais e sinais evidentes de restricdo do
crescimento fetal (HUPPERTZ, 2008).

A eclampsia é a principal complicagdo neuroldgica da PE, definida como
uma manifestagdo convulsiva e/ou disturbios da consciéncia que ocorrem em um
contexto de PE (COLLANGE et. al., 2010). Algumas mulheres apresentam as

manifestacdes de PE antes de desenvolver a eclampsia; porém, em 38% dos casos,
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as crises convulsivas ocorrem anteriormente ao aparecimento de hipertensao e
proteinuria (DOUGLAS & REDMAN, 1994). A eclampsia pode ocorrer apds o parto
(BEACH & KAPLAN, 2008). Esta complicacado atinge 1% a 2% de casos com PE
grave (BEGUM et. al., 2002).

Uma outra complicagdo da PE é a chamada Sindrome HELLP, cuja sigla
em inglés significa hemolise, aumento de enzimas hepaticas e diminuicdo no
numero de plaquetas. Esta complicagdo ocorre em aproximadamente 20% das
mulheres que desenvolvem PE grave (SIBAI et. al., 1993) e esta associada com um
prognostico ruim para a mae, incluindo dano renal, hematoma hepatico subcapsular,
pré-eclampsia recorrente, parto prematuro, podendo levar a morte materna ou fetal
(ACOG, 2002).

Esta € uma doenca de alta incidéncia e cujas consequéncias podem
afetar toda uma familia. Estes motivos vém instigando pesquisadores do mundo
inteiro a elucidar os aspectos obscuros sobre a etiologia, fisiopatologia, diagndstico e

tratamento da pré-eclampsia.

2.2. Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)

Fator de Necrose Tumoral-a, também chamado de caquexina ou
caquetina, € uma citocina inflamatdria pleiotropica. Foi primeiramente isolada em
1975 e identificada como um fator citotoxico responsavel por necrose e hemorragia
tumoral (CARSWELL et al., 1975). O gene responsavel por essa citocina localiza-se
no cromossomo 6 e é formado por quatro éxons e trés introns (SPRIGGS et al.,
1992).

A proteina TNF-a é primeiramente produzida como uma proteina
transmembranica contendo 212 aminoacidos (TANG et al., 1996). Nesta forma, a
fungdo bioldgica do TNF-a ocorre através de contato célula a célula, ou pode ser
clivado pela Enzima Convertora de TNF-alfa (TACE), uma metaloproteinase e,
tornar-se uma proteina soluvel (BLACK et al.,, 1997). As principais células
sintetizadoras de TNF-a sdo as da linhagem monocitica, como os macréfagos, mas
também esta citocina pode ser produzida por células epiteliais, fibroblastos e tecido
nervoso (HAIDER & KNOFLER, 2009). O principal estimulo para a produgdo de
TNF-a é o lipopolissacarideo (LPS) liberado em grande quantidade em infecgbes por
bactérias gram-negativas (GUHA et al., 2001). Esta citocina esta envolvida com a

inflamacédo, sendo responsavel por ativar macrofagos, regular a producdo de
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citocinas inflamatérias, aumentar a producdo de mediadores lipidicos como
prostaglandinas e fator ativador de plaquetas, além de estar envolvido com o
processo de aterosclerose e osteoclastogénese, entre outros (PARAMESWARAN &
PATIAL, 2010).

As fungdes bioldgicas de TNF-a ocorrem mediante a ligagdo dessa
citocina com seus receptores de membrana, TNFR1 e TNFR2. O TNFR1 é expresso
constitutivamente na maioria dos tecidos de mamiferos, enquanto o TNFR2 possui
uma expressao altamente regulada, sendo expresso nas células do sistema imune
(PARAMESWARAN & PATIAL, 2010). Ha diferengas entre a sinalizagao dependente
de TNFR1 e TNFR2. Enquanto a ativacdo de TNFR1, relacionada com lesao
tecidual, leva a inflamagdo e a via de morte celular programada, a sinalizagéo
através de TNFR2 é pouco entendida, podendo induzir apoptose, mas também
permitir a sobrevivéncia celular através da reparacao tecidual e da angiogénese
(BRADLEY, 2008).

O dominio citoplasmatico do TNFR1 nao estimulado fica ligado com um
dominio silenciador SODD que previne a sinalizagado constitutiva de TNFR1 (JIANG
et al., 1999). Mediante uma estimulagcdo, SODD ¢ liberado e uma proteina TRADD
(Dominio de Morte associado ao receptor de TNF) se liga e recruta RIP-1 (Proteina 1
que Interage com Receptor) (HSU et al., 1996), TRAF-2 (Fator 2 Associado ao
TNFR) e proteinas inibidoras da apoptose clAP1 e clAP2 formando o complexo |.
Este complexo ativa o NF-kB, fosforilando IkB via MEKK-3 (YANG et al., 2001). Além
dessa via de sinalizacdo, a ativacdo de TNFR-1 pode levar a morte celular por
apoptose através da ativagdo de caspase 3 (WANG et al., 2008) ou pode ativar o
fator de transcricdo AP-1 via JNKs (TOBIUME et al., 2001) que, assim como o NF-
kB, tem papel na inflamagéo e sobrevivéncia celular (HAIDER & KNOFLER, 2009).

A literatura mostra o grande envolvimento do TNF-a com doengas
inflamatoérias como: artrite reumatéide (FELDMANN & MAINI, 2002), Doenga de
Crohn (MARTINEZ-BORRA et. al., 2002), aterosclerose (ROSS et al., 1999), sepse
(VAN DER POLL & VAN DEVENTER, 1999), diabetes, obesidade (SHOELSON et.
al., 2007), entre outras. Na pré-eclampsia, foi detectado aumento dos niveis de TNF-
a no soro materno e do corddo umbilical (TOSUM et al., 2010), no plasma
(PERACOLI et. al., 2007), na placenta (WANG & WALSH, 1996) e no sobrenadante
de cultura de mondcitos (PERACOLI et. al., 2007; PERACOLI et al., 2011)

comparado as gestantes normotensas.
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2.3. Interleucina - 1B (IL-1B)

A familia de citocinas IL-1 € composta por onze proteinas, entre elas IL-1a
e IL-1B, codificadas por onze genes diferentes (DUNN et. al.,, 2001). A principal
funcdo de citocinas tipo IL-1 é controlar a reposta inflamatéria decorrente de uma
lesdo tecidual causada por infecgdes virais, bacterianas, fungicas e parasitarias ou
por inflamagdo crénica estérii (DINARELLO, 2009). Mondécitos e macrofagos
representam a principal fonte de IL-1 no organismo (NETEA et al. , 2009); porém
células endoteliais (BANDMANN et al., 2002), epiteliais (HOFFMAN et al., 2005) e
fibroblastos (HOLZBERG et al., 2003) também podem produzir IL-1a e IL-1p.

A ligacdo de LPS, acido lipoteicdico, flagelina, cristais de acido urico,
entre outros PAMPs (Padrées Moleculares Associados a Patégenos) e DAMPs
(Padrées Moleculares Associados a Danos) ativa receptores como Toll-like (TLR)
(receptor de superficie celular) e Nod-like (NLR) (receptor citoplasmatico)
desencadeando a ativagdo de diversos fatores de transcricdo responsaveis pela
transcrigao do precursor da IL-1B (pro-IL-1B) que é biologicamente inativo. A pro-IL-1
B é clivada por caspase 1 resultando na geracao de IL-1 B biologicamente ativa que,
subsequentemente, é secretada no meio extracelular (EDER, 2009).

A caspase 1 € uma protease regulada por uma cascata proteolitica
gerada pelo inflamassomo, que € um complexo multiprotéico. O inflamassomo
NALP-3 é o responsavel pela clivagem de pro IL-1B e é formado pela proteina
NALP-3 (pertencente a familia dos NLRs), proteina adaptadora ASC e caspase 1
(anteriormente conhecida por enzima convertora de IL-1B). Mediante a ligagdo com
PAMPs ou DAMPs, o dominio C-terminal da proteina NALP-3 interage e recruta a
proteina adaptadora ASC que, entédo se liga a caspase 1. A caspase 1 torna-se ativa
e cliva a pro-IL-1 B (33 kD) em IL-1 B madura (17 kD) (WILSON et al., 1994; WEBER
et al., 2010).

A secregao de IL-18 n&o ocorre através da via de secregao classica
dependente do reticulo endoplasmatico e Golgi como ocorre com a maioria das
citocinas. Alguns mecanismos sao propostos ocorrer: |) exocitose de lisossomos
secretorios, 1l) desprendimento de microvesiculas da membrana plasmatica, IlI)
exocitose de exossomos e |V) exportagcdo através de proteinas transportadoras
especificas na membrana plasmatica (QU et al., 2007; EDER, 2009).
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A IL-1B pode agir em dois receptores de membrana, o IL-1RI e o IL-1RII.
O receptor do tipo | € expresso na grande maioria das células. Ja o do tipo Il esta
presente apenas na superficie de células B e ndo induz resposta para IL-1f,
funcionando com um bloqueador da agao dessa citocina (KUNO & MATSUSHIMA,
1994). Um outra forma de bloquear a agéo da IL-18 em nosso organismo € através
do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra), que € uma molécula produzida por
macrofagos e que impede a ligagéo de IL-1 ao IL-1R (DINARELLO, 2000).

A ligagao de IL-1B ao IL-1RI promove a mudanga conformacional desse
receptor, promovendo a aproximacgao de IL-1RAcP (proteina acessoria do receptor
de IL-1) e formagdo do complexo heterodimérico do receptor de IL-1 (DINARELLO,
2009). Os dominios TIRs (regiao conservada na porgao citoplasmatica do receptor
Toll-Like e de IL-1R) desse complexo recrutam moléculas adaptadoras
intracelulares, como MyD88 (fator 88 de diferenciacédo mieldide), IRAK (quinase
associada a IL-1R) e TRAF-6 (fator 6 associado ao receptor de TNF), que ativam
vias de transducao de sinal do NF-kB, AP-1 (proteina ativadora — 1), JNK (quinase c-
Jun N-terminal) e p38 MAPK (proteina quinase associada a mitdgeno) (DUNNE &
O'NEIL, 2003).

Assim como o TNF-a, a IL-1B esta envolvida em varias doengas
inflamatdrias, incluindo doencas auto-imunes (GOLDBACH-MANSKY & KASTNER,
2009). Com relagao a pré-eclampsia, a literatura apresenta alguns dados conflitantes
sobre os niveis de IL-1B no soro. CASART et al. (2007) reportaram niveis séricos de
IL-1B8 semelhantes em gestantes normotensas e gestantes com PE. Ja KALINDERIS
et. al. (2011) notaram um significativo aumento dos niveis de IL-1B sérico em
pacientes com pré-eclampsia comparado as gestantes normotensas. Na placenta,

RINEHART et. al. (1999) reportaram um aumento da expresséao de IL-1[3.

2.4. Fator de transcrigéo nuclear-kB (NF-kB)

O fator de transcricao nuclear kB foi primeiramente identificado em
células B como uma proteina que reconhece e se liga de uma maneira especifica a
uma sequencia “enhancer” do gene da cadeia leve k de imunoglobulinas (SEN &
BALTIMORE, 1986). Atualmente, o NF-kB é considerado como um dos principais
reguladores das respostas imunes inata e adaptativa (BONIZZI & KARIM, 2004).

O NF-kB é encontrado no citoplasma na forma de dimeros compostos por

membros da familia de fatores de transcricdo NF-kB. A familia NF-kB ¢é
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caracterizada pela presenga de um dominio N-terminal homdélogo a Rel responsavel
pela homo ou heterodimerizagao e pela ligagdo a uma sequéncia especifica de DNA
(HAYDEN & GHOSH, 2008). Esta familia € composta por cinco membros: p50, p52,
RelA (também chamado de p65), c-Rel e RelB (GHOSH et. al.,, 1998). Ha forte
evidéncia que dimeros diferentes regulam diferentes conjuntos de genes (SEN &
SMALE, 2009).

O principal regulador da atividade de NF-kB ¢é a proteina inibitéria 1kB, que
€ encontrada associada ao NF-kB no citoplasma de células ndo estimuladas ou em
repouso. Durante a estimulagao celular, IkB é fosforilado, ubiquitinado e degradado,
permitindo a translocagao de NF-kB ao nucleo (SEN & SMALE, 2009). A fosforilagao
de IkB é mediada pelo complexo IKK apds ativacdo de receptores como Toll-like
(TLR), receptores de TNF (TNFR) e IL-1 (IL-1R) (VALLABHAPURAPU & KARIN,
2009). Por exemplo: a ligagédo de LPS ao TLR-4 ativa este receptor, que por meio de
proteinas adaptadoras TIRAPs ou TRAMs se ligam a MyD88 e TRIF,
respectivamente. Através da proteina IRAK-1, MyD88 se associa a proteina TRAF-6
que se liga ao complexo TAB1/2/3 levando a ativagao de IKK mediada por TAK-1. A
ativacao de IKK promove a fosforilacao de kB e, consequentemente, a translocacao
de NF-kB ao nucleo e transcricao de genes como o do TNF-a e IL-13 (KAWAI &
AKIRA, 2007).

A ativacdo de NF-kB é reversivel devido a exportacdo de NF-kB
dependente de IkB. Um dos primeiros genes alvo do NF-kB codifica IkBa que
imediatamente apds sintetizada entra no nucleo na forma de mondémero e se associa
ao dimero p50/p65 ligado ao DNA, inativando-o e exportando-o para o citoplasma
(HUANG & MIYAMOTO, 2001). Outra forma de regular a atividade de NF-kB pode
ser através da ubiquitinagdo de p65 por ligases E3 (SOCS1 em conjunto com
COMMD1 e PDLIM2) e subsequentemente, sua degradagado pelo proteassoma
(MAINE et. al., 2007; TANAKA et. al., 2007).

A atividade de NF-kB esta envolvida com a diferenciacdo mieldide e
desenvolvimento de linfocitos T, B e células NK. A ativagdo fisiologica de NF-kB
medeia a expressdo de genes envolvidos na proliferacdo e sobrevivéncia celular,
bem como genes envolvidos na inflamagao. O desequilibrio da ativagdo de NF-kB
pode provocar a expressao exacerbada de genes envolvidos na proliferacao celular
e, por exemplo, causar um tumor (VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009).



20

O NF-kB é um fator de transcricdo essencial para uma fisiologia celular
normal. Entretanto, a ativacdo do NF-kB ocorre em situagbes patoldgicas, como na
sepse (ABRAHAM & SINGER, 2007). Na sepse, sua ativagdo exacerbada esta
intimamente relacionada com danos mais extensos nos pulmbes e disfuncdo de
6rgédos (BOHRER et. al., 1997; ABRAHAM & SINGER, 2007). Na pré-eclampsia,
mondcitos apresentam uma maior ativacdo de NF-kB (LUPPI et. al., 2006)
comparado com gestantes normotensas, assim como a placenta de gestagao
complicada por PE apresenta uma maior expressao desse fator de transcricdo
(ABAN et. al., 2004).

2.5. Silimarina e Silibinina

Silybum marianum (Familia: Asteraceae/Compositae) € uma das plantas
mais antigas e bem pesquisadas no tratamento de doengas hepaticas (PRADHAN &
GIRISH, 2006). A planta é natural no sul da Europa, sul da Russia e Asia Menor e
estd adaptada a América do Norte e do Sul tdo bem quanto no sul da Australia
(ABENAVOLI et al., 2010). Ela nasce robustamente em solos rochosos e clima
qguente e possui flores roxas que florescem nos meses de julho e agosto (PRADHAN
& GIRISH, 2006; ABENAVOLI et al., 2010). O fruto de Silybum marianum possui
cerca de 5-7 mm de comprimento, até 2-3 mm de largura e 1,5 mm de espessura
com uma casca brilhante de cor preta acastanhada a acinzentada. O fruto moido
tem odor de cacau, é oleoso e apresenta sabor amargo (CAPASSO et al., 2003).

O extrato de S. marianum comecgou a ser utilizado 400 anos antes de
Cristo e seu uso foi primeiramente reportado por Theophrastus (ROSS, 2008). Os
compostos ativos sdo extraidos de sementes secas e consiste de quatro isbmeros
de flavolignanas cuja formula empirica € CysH22019 € que, conjuntamente, sao
chamados de silimarina. Entre esses isdmeros, a silibinina (Figura 1) é o principal
componente ativo e representa aproximadamente 60% a 70% da composicao,
seguido por silychristin (20%), silydianin (10%) e isosylibin (5%) (SALLER et al.,
2001).

Além de ser um 6timo hepatoprotetor, a silimarina apresenta propriedades
antioxidantes, citoprotetoras, anti-inflamatdrias e antifibroticas. Ela pode atuar
impedindo a agao de radicais livres, interagindo diretamente com componentes da
membrana plasmatica evitando danos lipidicos, aumentando a formacdo de

ribossomos e sintese de proteinas e DNA e, interferindo na ativacdo de NF-kB. Em
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hepatoma de linhagem celular HEP G2, silimarina suprimiu a ligacdo de NF-kB ao
DNA e a expressdo dos genes dependentes de NF-kB (SALIOU et al., 1998) . Em
um outro estudo, baixas doses de silimarina resultaram na supresséao de linfocitos T;
porém altas doses estimularam o processo inflamatério, demonstrando que a
silimarina pode modular a reposta imune (JOHNSON et al., 2002). SCHUMANN et
al. (2003) demonstraram, em modelo experimental de hepatite induzida por
concanavalina A, que a silibinina atuou como modulador da resposta imune, inibindo
a expressdo de TNF-aq, IFN-y, IL-4, IL-2 e 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS), além
de estimular a sintese de IL-10.

Além de sua agao hepatoprotetora, estudos sugerem que a silimarina e a
silibinina possuem propriedades quimiopreventivas em modelos animais de
carcinogénese, incluindo cancer de pele (SINGH & AGARWAL, 2002), além de
apresentar eficacia no combate aos canceres de préstata e pulmao (SINGH et al.,
2002; SINGH et al.,, 2006). A silimarina € uma das preparagcbes de plantas
medicinais mais utilizadas voluntariamente por pacientes com cancer (WENEKE et
al., 2004). Em modelo de carcinogénese de pele em camundongos, a atividade
antioxidante da silibinina apresentou importante papel na protegao contra lesdes de
pele, quimicamente induzidas ou provocadas por radiagao (SINGH & AGARWAL,
2005). Uma das mais recentes sugestdes do uso de silibinina foi como cosmético
para proteger a pele dos efeitos da idade e da radiacdo presente no ambiente;
porém os efeitos adversos dessa aplicagdo nao estdao ainda bem estudados (SINGH
& AGARWAL, 2009).

Figura 1. Estrutura quimica da silibinina, o principal componente ativo da silimarina
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o estado de ativagdo de células mononucleares de sangue
periférico de gestantes portadoras de PE e o efeito da silibinina sobre a ativagao de

NF-kB e a producéo de citocinas inflamatorias por essas células.
3.2. Objetivos Especificos

Determinar a concentracdo da subunidade p65 de NF-kB no nucleo de
células mononucleares de mulheres normais nao-gravidas, gestantes normotensas
saudaveis e gestantes portadoras de PE, cultivadas na auséncia ou presenga de
silibinina (5 uM ou 50 uM) por 30 min e estimuladas ou ndao com lipopolissacaride
(LPS).

Avaliar a produgéo das citocinas inflamatérias TNF-a e IL-1B por células
mononucleares de mulheres normais nao-gravidas, gestantes saudaveis e gestantes
portadoras de PE apds cultivo na auséncia ou presencga de silibinina (5 uM ou 50
uM) por 18h.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Pacientes e controles
Foram estudadas 34 gestantes portadoras de PE (grupo estudo) e 20
primigestas saudaveis, normotensas (grupo controle), atendidas no Servico de
Obstetricia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina
de Botucatu - UNESP. Os dois grupos foram pareados pela idade gestacional, a
partir de 24 semanas, que foi estabelecida pela data da ultima menstruacao e/ou por
exame ultra-sonografico precoce (<20 semanas de gestagao).
Uma gestante foi considerada portadora de pré-eclampsia quando, sem
antecedente prévio de hipertens&o arterial, apresentou valor de pressao arterial de
pelo menos 140x90mmHg e proteindria (> 300mg em urina coletada durante 24

horas), apos a 20%. semana de gestagcao (NHBPEP, 2000).



23

Também foram avaliadas 15 mulheres saudaveis, ndo-gravidas, de faixa etaria
semelhante a das gestantes, recrutadas entre doadoras voluntarias de sangue do
Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto
a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento esclarecido. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP, protocolo n°. 3443-2010 (Anexo A).

4.1.1. Critérios de incluséo

Grupo controle (mulheres nado-gravidas): ser saudavel, ndo-gravida e
doadora voluntaria do banco de sangue do Hemocentro da Faculdade de Medicina
de Botucatu-UNESP;

Grupo de gestantes saudaveis (normotensas): ser primigesta, com
gestacgao unica, sem complicagdes clinicas ou obstétricas;

Grupo estudo (pré-eclampsia): ser primigesta e portadora de pré-

eclampsia, sem outras complicagdes clinicas ou obstétricas.

4.1.2. Critérios de exclusao
Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com excec¢éo de
PE ou nao ter a gestacao resolvida no Servico de Obstetricia do Departamento de

Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

4.2. Dosagem da proteinuria

A proteiniria em urina de 24 horas foi quantificada por método
colorimétrico, no sistema de automacdo Technicon RAXT, do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP.

4.3. Colheita de sangue

A colheita de sangue, para avaliagdo da ativagcdo do NF-kB e produgado de
citocinas por ceélulas mononucleares do sangue periférico, de gestantes portadoras
de PE foi feita no momento do diagnostico da doencga e, a de gestantes normais no

momento em que foram consultadas no Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. A amostra de
sangue de mulheres n&o-gravidas foi obtida a partir do sangue doado no

Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.

4.4. Isolamento e cultura de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC)

Sangue periférico das gestantes e mulheres saudaveis foi colhido por
puncado venosa e colocado em tubo estéril, contendo 20 U/mL de heparina
(Liguemine, Roche). As células mononucleares foram obtidas por separagdo em
gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA), segundo a
técnica descrita por Boyum (1968). O anel rico em células mononucleares foi lavado
com meio RPMI 1640 (Sigma) por 10 min a 200 g duas vezes. Apds esses
procedimentos as células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI
suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma), 40 yg/mL de gentamicina e 10%
de soro bovino fetal (Gibco BRL Life Technologies, Breda, Netherlands) inativado
(RPMI completo), sendo a identificagao e a viabilidade dessas células estimadas por
incorporagao de vermelho neutro. Para isso, as células foram diluidas 10 vezes em
vermelho neutro a 0,02% e incubadas durante 10 min a 37°C. A concentragdo
celular foi ajustada para 2 X 10° células viaveis/mL apds contagem em camara
hemocitométrica de Neubauer. Um volume de 1000 uL da suspensao celular foi
distribuido em placas de cultura de 24 orificios (Linbro, Flow Lab, USA) e incubadas
a 37°C, em tensao de 5% de CO,.

4.5. Obtencéo de sobrenadantes de cultura de PBMC

As células mononucleares foram incubadas a 37°C, em tensdo de 5% de
CO,, na auséncia ou na presencga de silibinina (Sigma) nas concentragcées de 5uM
ou 50uM. Como controle positivo, essas células foram estimuladas com
lipopolissacaride (LPS) de Escherichia coli OssBs (Sigma) na concentragdo de 1
ug/mL. Apds 18h de cultivo, o sobrenadante foi aspirado, submetido a centrifugagéo
a 400 g e distribuido em aliquotas, que foram conservadas a -80°C para posterior
dosagem de TNF-a e IL-1]3 pela técnica de ELISA.
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4.6. Extragao nuclear de células mononucleares

As células mononucleares de mulheres saudaveis, gestantes normais e
com pré-eclampsia, obtidas por separagédo em gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma)
foram cultivadas por 30 min com silibinina nas concentragdes de 5 uM e 50 uM e
estimuladas ou ndo com LPS (Sigma). Apds esse periodo, utilizando o kit de
extracdo nuclear (Cayman Chemical Company, Michigan, USA), PBMC na
concentracdo de 2x10° células/mL foram cultivados em suspensdo a 37°C em tubos
de polipropileno (Falcon 2059, Falcon Labware, Oxnard, CA, USA) sob diferentes
condi¢des experimentais. As células foram entdo centrifugadas a 4°C e 300 g por 5
min e ressuspendidas em 5 mL de tampao fosfato-salino, gelado, com inibidores de
proteases por 5 min a 300 g e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 500 uL de
tampéao hipotdnico gelado foram adicionados aos pellets e transferidos a microtubos
de microcentrifugas. Apos incubagédo por 15 min no gelo, adicionou-se 50 uL de
Nonidet P-40 e os microtubos centrifugados por 30 seg. O sobrenadante foi
armazenado a -80°C contendo a fragao citosélica dessas células. Os pellets foram
ressuspendidos em 50 uL de tamp&o de extragcao nuclear completo e agitados por
15 min em agitador tipo Vortex e entdo centrifugados a 14000 g a 4°C por 10 min. A
fracdo nuclear presente no sobrenadante foi aliquotada e armazenada a — 80°C até

sua utilizacao.

4.7. Quantificacao de proteinas

A concentracao protéica foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY
et al., 1951). Uma curva padrao de diluigdo de BSA em tampao salina a partir de
1mg/mL foi utilizada como padrdo para a determinagcdo da quantidade protéica das
amostras e 10 uL de cada extrato nuclear, obtido dos diferentes tratamentos, foram
colocados na placa de 96 wells e diluidos com 90 uL de tampao salino. Ap6s 30 min
de incubacgao, foi realizada a leitura em comprimento de onda de 750 nm em leitor

de ELISA. Os resultados foram expressos em ug/mL de proteina.

4.8. Determinacao da atividade de p65 NF-kB

Utilizando o kit especifico de fator de transcricdo p65 NF-kB (Cayman
Chemical), 10 uL da fragdo nuclear obtida de PBMC foram dosados segundo as
instrucées do fabricante. O extrato nuclear foi incubado em placa de 96 wells
contendo uma sequéncia especifica de dupla fita de DNA (GGGACTTTCC 5'-3 ')
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para avaliar a afinidade com a subunidade p65NF-kB. A ligacdo de p65NF-kB com o
oligonucleotideo alvo foi detectada através da incubagdo com um anticorpo primario
especifico para a forma ativada de p65 e, em seguida, visualizado por incubagao
com anti-lgG conjugado com peroxidase em concentra¢des ideais em uma solucéo
de desenvolvimento, tal como descrito pelo fabricante. A concentragdo de p65NF-kB
encontrada em PBMC obtidas dessas mulheres normais, ndo gravidas, gestantes
normais ou com PE foi quantificada em comprimento de onda de 450nm corrigido
em 655 nm (Multiskan), tendo como calculo-base o controle positivo fornecido pelo
kit. A concentracdo de p65NF-kB encontrada foi dividida pela quantidade de proteina
nuclear presente nessas células e multiplicada por 100 devido as diluicbes
realizadas durante o ensaio. Os resultados foram expressos em ug de p65NF-kB/ug

de proteina.

4.9. Determinacdao de citocinas no sobrenadante de PBMC

A pesquisa das citocinas TNF-a e IL-18 em sobrenadantes de cultura
de células mononucleares, cultivadas ou ndo com silibinina (5 ou 50 uM), foi
realizada pela técnica de ELISA, utilizando-se placas de 96 orificios de fundo plano
(Maxsorb-Nunc, Life Tech. Inc., MD, USA) e anticorpos monoclonais e policlonais
anti-citocina especifica.

Para a dosagem de TNF-aq, as placas foram sensibilizadas por 18 h a 5°C com
anticorpo monoclonal de camundongo anti-TNF-a humano ou anti-IL-1 humano (R
& D Systems, Minneapolis, MN, USA), diluidos em tampao fosfato pH 7,2 (PBS), na
concentragao de 2 ug/mL. Apoés esse periodo os orificios foram lavados 4 vezes com
300 pL de PBS, contendo Tween 20 a 0,05% (PBST). O bloqueio da placa foi
realizado colocando-se em cada orificio 300 uL de PBS contendo 1% de soro
albumina bovina (BSA-Sigma) a temperatura ambiente por 2 h. A seguir, a placa foi
lavada conforme descrito acima e 100 puL dos sobrenadantes gerados e das
citocinas TNF-a e IL-1B recombinante humano (R & D Systems), em concentragdes
especificas para cada uma, foram adicionados a placa. Apos 2 h de incubacao a
temperatura ambiente realizou-se nova lavagem da placa, sendo adicionado o
anticorpo revelador policlonal de coelho anti-TNF-a ou anti-IL-13 humano
conjugados com biotina (R & D Systems) na concentragdo de 100 ng/mL em PBS

contendo 0,1% BSA por 2 h a temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada 4
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vezes com PBST e incubada com estreptoavidina conjugada com peroxidase
(Sigma), na concentragdo de 2 ug/mL por 60 min a 37°C. Apds lavagem, foi
adicionado 100 uL do substrato enzimatico, constituido por 12,5 mL de tampéao
citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 contendo 1 mg/mL do revelador ortofenilenodiamina
(Sigma) e 10 uL de H,O2 a 30% (Sigma). As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 15 min, a reacgao foi bloqueada pela adicdo de 50 uL de acido sulfurico
2M e a leitura da placa realizada em leitor de ELISA (Multiskan, EFLAB, Helsinki,
Finland) com comprimento de onda de 492 nm. Os niveis de TNF-a e IL-18 no
sobrenadante de cultura mononuclear foram calculados utilizando-se curva padrao
obtida com TNF-a e IL-18 recombinante humano (R & D Systems), em

concentragdes variando de 5 pg/mL a 2000 pg/mL.

4.10. Analise Estatistica

A avaliagado das caracteristicas dos grupos GN, NG e PE foi realizada por
analise de variancia nao-paramétrica (teste de Kruskal-Wallis). Os dados referentes
ao efeito da silibinina sobre a produgao de citocinas e ativacdo de p65NF-kB foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA), empregando-se testes paramétricos,
segundo o programa estatistico INSTAT, Graph Pad, San Diego, California. O nivel

de significancia adotado para todos os testes empregados foi de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracteristicas das gestantes e mulheres nao-gravidas

As 20 gestantes normotensas, que constituiram o grupo controle eram
acompanhadas no Ambulatério de Pré-natal de baixo-risco do Servico de Obstetricia
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. As 34 gestantes portadoras de
pré-eclampsia estavam internadas na Enfermaria de Obstetricia da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP e, o grupo de mulheres nao-gravidas foi constituido
por 15 mulheres saudaveis, doadoras voluntarias de sangue do Hemocentro da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. Na Tabela 1 sdo apresentadas as

caracteristicas dos trés grupos estudados.

Nao foram observadas diferengas entre os grupos com relagédo aos
parametros estudados: idade e idade gestacional. A proteinuria de 24 horas do
grupo PE variou de 300 mg a 6.740 mg, sendo a mediana no valor de 780 mg. O
grupo de gestantes com PE apresentou valores de pressao arterial sistdlica e
diastdlica significativamente mais elevados em relagcdo aos grupos de gestantes

normotensas e de mulheres nao-gravidas.
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Tabela 1. Distribuicdo das gestantes portadoras de pré-eclampsia, gestantes
normais e mulheres normais nao-gravidas quanto a idade, idade gestacional, valores

da pressao arterial sistdlica e diastélica e de proteinuria.

Mulheres Gestantes Gestantes
) portadoras de
Parametros nao-gravidas normais pré-eclampsia
(NG) (GN) (PE)
26 23 26
Idade (anos)
(20 - 35) (15 -39) (13 -138)
33 35
Idade gestacional —
(semanas) (24 — 39) (24 - 40)
Pressao arterial 110 105 150
sistolica (100— 120) (95-110) (140 — 230)
(mmHg)
Pressao arterial 70 60 100 *
diastdlica
(mmHg) (65 — 80) (60 —70) (90 — 160)
780
Proteinuria negativa negativa
(300 — 6.740)
(mg/24h)

Resultados expressos em mediana (valores minimo e maximo entre parénteses)

* (p<0.05) vs NG, GN (Analise de variancia ndo-paramétrica — teste de Kruskal-Wallis)
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5.2. Determinagdo de NF-kB em células mononucleares

Na Figura 2 observa-se que a atividade endogena de NF-kB foi
significativamente mais elevada em PBMC de gestantes portadoras de PE do que
em gestantes normotensas (GN). Embora os valores observados em gestantes com
PE ndo sejam estatisticamente significativos em comparagcdo aos obtidos de
mulheres nao-gravidas, houve tendéncia a maiores niveis do fator em gestantes pré-
eclampticas. O grafico também permite sugerir que o perfil de ativagao das células
de gestantes normotensas esta diminuido em relagdo aos grupos PE e NG. Quando
as células foram estimuladas com LPS observou-se aumento significativo da
expressao de NF-kB em células de gestantes do grupo GN e de mulheres NG. Ao
contrario, a expressao desse fator de transcricdo mostrou-se significativamente
menor no grupo de gestantes com PE. Esses resultados sugerem que a ativagao
enddégena das células de gestantes com PE interfere com a expressao de NF-kB,
quando as células sdo submetidas a estimulo com LPS.

O tratamento de PBMC com silibinina na dose de 5 uM inibiu a ativagao
endégena de p65NF-kB apenas no grupo PE, enquanto a dose de 50 uM teve efeito
inibidor nos trés grupos estudados. As doses de 5 uM 50 uM inibiram, de maneira
significativa, a atividade da subunidade desse fator de transcricao nuclear quando as

células dos trés grupos foram estimuladas com LPS.
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Figura 2. Atividade de NF-kB em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de
gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normais (GN) e mulheres nao-
gravidas (NG). PBMC dos trés grupos foram cultivados na presenga ou auséncia de
silibinina (SB) nas concentracées de 5uM e 50 uM e estimulados ou ndo com 1 ug/mL de
lipopolissacaride (LPS) por 30 min.

* (p < 0,05) vs SB5 e SB50; e (p < 0,05) vs SB50; + (p < 0,05) vs LPS+SB5 e LPS+SB50;
o (p < 0,05) vs Enddgeno; ° (p < 0,05) vs GN; # (p < 0,05) vs NG (ANOVA).

5.3. Determinacéo de IL-1 8

A produgdo endogena da citocina inflamatéria IL-1B por PBMC foi
significativamente maior no grupo PE (1598,28 pg/mL + 120,87), comparado com o
grupo GN (994,95 pg/mL + 157,61). Porém, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos PE e GN quando comparado ao grupo NG (1287,97 pg/mL + 214,26) (Figura
3).

O estimulo com LPS também aumentou significativamente a producao de
IL-18 em cultura de PBMC de 18 h em comparacao as células cultivadas sem
estimulo (enddégeno) em todos os grupos estudados. A silibinina nas concentragdes
de 5 uM e 50 uM inibiu tanto a producgéo de IL-13 enddgena quanto a estimulada por

LPS nos trés grupos (Figura 4).
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Figura 3. Niveis de IL-1B em sobrenadante de cultura de células mononucleares de sangue
periférico de gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normais (GN) e
mulheres nao-gravidas (NG), cultivadas sem estimulo e na presenca ou auséncia de
silibinina (SB) nas concentragbes de 5uM e 50uM. Os resultados s&o expressos em média +

SD.
* (p<0,05) vs SB5 e SB50; # (p<0,05) vs GN (ANOVA).
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Figura 4. Niveis de IL-18 em sobrenadante de cultura de células mononucleares de sangue
periférico de gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normais (GN) e
mulheres nao-gravidas (NG), cultivadas na presenga ou auséncia de silibinina (SB) nas
concentragdes de 5uM e 50 uM e estimuladas com LPS. Os resultados sdo expressos em
média + SD.

* (p<0,05) vs SB5, SB50; + (p < 0,05) vs LPS+SB5 e LPS+SB50; # (P< 0,05) vs Enddgeno;

@ (p <0,05) vs GN (ANOVA).
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5.4. Determinacao de TNF-a

A produgao enddégena da citocina inflamatéria TNF-a foi significativamente
maior no grupo PE em comparagao aos grupos GN e NG. A incubacgéo das células
com silibinina, nas duas concentragbes empregadas (5uM e 50uM) levou a

diminui¢do na produgao da citocina nos trés grupos estudados (Figura 5).

O estimulo com LPS levou a produgdo de niveis significativamente mais
elevados da citocina em comparagdo com as células ndo-estimuladas (produgéo
endégena) em todos os grupos. Entretanto, o grupo PE produziu niveis
significativamente menores que os grupos GN e NG. A incubagao das células com
as duas concentragdes de silibinina causou diminui¢do na produgao de TNF-a em

todos os grupos estudados (Figura 6).
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Figura 5. Niveis de TNF-o. em sobrenadante de cultura de células mononucleares de
sangue periférico de gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normais (GN) e
mulheres ndo-gravidas (NG), cultivadas sem estimulo e na presenca ou auséncia de
silibinina (SB) nas concentragbées de 5uM e 50 uM. Os resultados sdo expressos em média

+ SD.
* (p<0,05) vs SB5 e SB50; + (p<0,05) vs GN; NG (ANOVA).
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Figura 6. Niveis de TNF-a em sobrenadante de cultura de células mononucleares de
sangue periférico de gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE), gestantes normais (GN) e
mulheres nao-gravidas (NG), cultivadas na presenca ou auséncia de silibinina (SB) nas
concentracoes de 5uM e 50 uM e estimuladas com LPS. Os resultados sdo expressos em
média + SD.

* (p<0,05) vs SB5 e SB50; + (p < 0,05) vs LPS+SB5 e LPS+SB50; # (P< 0,05) vs Enddgeno;

@ (p < 0,05) vs GN, NG (ANOVA).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo avaliou-se o efeito anti-inflamatorio da silibinina sobre
células mononucleares de sangue periférico de gestantes com pré-eclampsia em
comparagdao com as de gestantes saudaveis e de mulheres ndo-gravidas. O
tratamento dessas células com silibinina modulou a ativacdo de NF-kB e a produgcao
de citocinas inflamatdrias.

Os resultados mostraram que a atividade enddgena do fator nuclear NF-kB foi
significativamente mais elevada em PBMC de gestantes portadoras de PE do que
em gestantes normotensas (GN). Além disso, a produgdo espontanea das citocinas
inflamatorias IL-18 e TNF-a foi significativamente maior nas gestantes com PE,
demonstrando que os leucécitos dessas pacientes encontram-se mais ativados.

Alguns autores relatam que a PE esta associada com excessivo aumento na
ativacdo da resposta inflamatéria, quando comparado com gestantes normotensas
(REDMAN & SARGENT, 2004) e, que a via de transducgao de sinal do NF-kB esta
ativada em PBMC de gestantes com PE quando comparada com gravidas normais e
mulheres nao-gravidas (LUPPI et al.,, 2006). LOK et al. (2009) determinaram o
estado de ativacdo de leucdcitos de gestantes com PE, GN e mulheres NG,
avaliando a expressdo de mRNA de genes relacionados a inflamacéo e da
concentragao de elastase no sangue periférico. Encontraram aumento dos niveis de
expressao de mRNA para NF-kB-1A, inibidor de NF-kB, de CDKN-1A, inibidor da
cinase dependente de ciclina, genes controladores da inflamagdo e aumento da
concentragao de elastase, confirmando a ativacédo dos leucécitos em pacientes com
PE. A produgdo mais elevada de TNF-a e IL-1  em gestantes com PE, observada
no presente trabalho concorda com resultados anteriores de outros autores
(BECKMANN et al., 2004) e sugere que, os efeitos deletérios das altas
concentragdes circulantes do TNF-a podem estar associados as manifestagdes mais

graves da PE.

Quando PBMC foram estimuladas com LPS observou-se aumento
significativo da expressdo de NF-kB em células de gestantes do grupo GN e de
mulheres NG. Ao contrario, a expressdo nuclear desse fator de transcricido foi
significativamente menor no grupo de gestantes com PE. Esses resultados sugerem



36

que a ativacdo endogena de PBMC em gestantes com PE interfere com a
expressao de NF-kB, quando as células sao submetidas a estimulo com LPS.

De maneira semelhante, o estimulo com LPS levou a producédo de TNF-o em
todos os grupos, porém, as células das gestantes com PE produziram niveis
menores da citocina do que os grupos GN e NG. Considerando que o NF-kB esta
envolvido na producao de TNF-a, nossos resultados corroboram a idéia de exaustao
das células in vivo de mulheres com PE, sugerida por BECKMANN et al. (2004).
Segundo estes autores, a pré-ativagao e exaustdo dos leucdcitos, expressas pela
liberagcdo espontanea elevada de TNF-a poderia levar a menor resposta ao LPS.
Esses resultados ndo foram observados na analise da produgéo de IL-1p3, havendo
maior concordancia entre os resultados da expressdo de NF-kB e da produgcdo de
TNF-a.

A menor capacidade de producédo de TNF-a ao estimulo com LPS associada
a ativagao enddgena dos leucaocitos de gestantes com PE sugere a instalagdo de um
fendbmeno denominado tolerdncia ao LPS. Essa tolerdncia a endotoxina foi
primeiramente descrita em 1946 por BEESON, como a capacidade reduzida, de
animais e humanos (in vivo) ou de mondcitos e macréfagos cultivados in vitro, em
responder ao estimulo com LPS apds uma exposigao prévia a concentragcdes baixas
da endotoxina (FAN et al., 2007; ANEJA et al., 2008). Classicamente, os estudos in
vitro de tolerancia ao LPS empregam baixas doses de LPS para induzir um estado
de nao-reatividade para o desafio subseqliente com concentragdes elevadas de LPS
(ANEJA et al., 2008). Assim, a tolerancia induz um estado transitério de supressao
celular, com produgao diminuida de citocinas pro-inflamatérias em resposta ao LPS
(VIRCA et al., 1989).

Segundo ALBRECHT et al. (2008) diferentes mecanismos de tolerancia
podem ocorrer em diferentes tipos celulares. A delecdo celular € o principal
mecanismo envolvendo linfécitos, enquanto em mondcitos predomina o bloqueio de
sinais de transducgao celular. Estudando a tolerancia induzida por estimulagao
repetida com ligantes de TLR2 e TLR4 em células dendriticas, os autores
demonstraram que a exposicdo a esses ligantes torna as células tolerantes em
relacdo a expressédo do gene de TNF por um mecanismo que envolve bloqueio do

sinal de transducao ao nivel de IRAK-1.
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A possivel tolerancia ao LPS em gestantes com PE, com menor producao
de TNF-a foi descrita por outros autores (BECKMANN et al., 2004). No presente
trabalho, os resultados, permitem sugerir que a ativagdo prévia das células, com
maior ativagdo do NF-kB e producdo enddgena elevada de TNF-a, possam ser
responsaveis pela tolerancia ao LPS quando as células sao estimuladas in vitro com
a endotoxina. O estimulo in vivo que leva a ativagao dos leucdcitos em gestantes
com PE, permitindo a tolerancia ao estimulo com LPS, ainda ndo é conhecido.
Entretanto, tem sido descrito que a resposta inflamatéria sistémica exacerbada na
PE parece estar associada com a liberacdo de substdncias com atividade
inflamatadria, tais como fragmentos de membranas do sinciciotrofoblasto, DNA fetal
soluvel, microparticulas derivadas de leucdcitos e citocinas, que ativariam
sistemicamente células inflamatérias como mondcitos, granulécitos e células
endoteliais (KNIGHT et al., 1998; REDMAN & SARGENT, 2004; 2005;
BORZYCHOWSKI et al., 2006; GERMAIN et al., 2007; RUSTERHOLTZ et al., 2007,
LOK et al., 2009). Além disso, outras proteinas intracelulares, como a proteina de
choque térmico hsp70, quando presente no compartimento extracelular pode induzir
a tolerancia ao LPS (ANEJA et al., 2006). Niveis elevados de hsp70 foram descritos
no soro de gestantes com PE, sendo associados a inflamagao sistémica e estresse
oxidativo, embora ndo se conhecga o papel dessa proteina na fisiopatologia da PE
(MOLVAREC et al., 2009).

Esses niveis endégenos de TNF-a e a produgdo estimulada com LPS
detectados em gestantes normais e em gestantes portadoras de PE confirmam
pesquisa anteriormente realizada em nosso laboratério, mostrando que mondcitos
de gestantes com PE encontram-se ativados in vivo, produzindo niveis mais
elevados de TNF-a (PERACOLI et al., 2007). A concentragao de TNF-a no plasma e
a producgao dessa citocina por mondcitos de gestantes hipertensas, avaliadas no
terceiro trimestre da gestagcado e no puerpério, demonstraram que gestantes com PE
apresentam niveis plasmaticos de TNF-a e de acido urico, significativamente mais
elevados em comparagdo as gestantes normais, havendo correlagdo entre esses

parametros.

Niveis elevados de TNF-a tém sido descritos no plasma de gestantes com PE,
associados com a patogénese da doenca (KUPFERMINC et al., 1994; VINCE et al.,
1995; ANIM-NYAME et al., 2003; SHARMA et al., 2007). Outros autores também
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relatam que existe um aumento na expressdo de TNF-a em placentas de pacientes
com PE comparado com placentas normais (RINEHART et al.,, 1999; WANG &
WALSH, 1996). Em trabalho anterior, demonstramos que niveis elevados de TNF-a,
detectados em homogenatos de placenta de gestantes com PE, estdo associados
com a gravidade da doenga e com os niveis de proteinuria nessas pacientes
(PERACOLI et al., 2008a). Estes dados sugerem que este aumento de TNF-a pode
contribuir para a disfungdo endotelial generalizada, caracteristica da PE (CHEN et
al., 1996; KHAN et al., 2005). Além disso, SEKI et al. (2007) verificaram que na PE,
mondacitos ativados produzem altos niveis de TNF-a que induzem apoptose e inibem
in vitro, a proliferagcdo de linhagem de células trofoblasticas de maneira dose-
dependente, podendo portanto, ser considerada a principal citocina envolvida na

patogénese da PE.

A maior ativagao de leucocitos na gestagao normal e na PE tem sido descrita
na literatura (REDMAN et al., 1999; SAITO et al.,, 2007). Segundo SACKS et al.
(1999), na gestacdo normal ha aumento do numero de mondcitos e granuldcitos
desde o primeiro trimestre até o final da gestacao, ao contrario do sistema imune
adaptativo, cuja reatividade encontra-se diminuida durante a gestagdo. Ha
evidéncias de que componentes da imunidade inata estejam ativados
sistemicamente, representando um mecanismo de defesa inata contra infecgdes
(SACKS et al., 1999). Portanto, a pré-eclampsia parece ser o resultado de uma
resposta inflamatéria materna, que inclui ativagdo de células inflamatérias como
mondcitos e granulécitos, bem como ativagao de células endoteliais, que fazem
parte do sistema inflamatério (OIAN et al., 1985; HAEGER et al., 1996; REDMAN et
al., 2003). Alteracdes significativas de leucdcitos intravasculares, na gestagao
normal, levaram REDMAN et al. (1999) a sugerirem que a pré-eclampsia pode ser
resultante da exacerbagao de um processo inflamatério generalizado, natural da

gravidez.

Nossos resultados sugerem que o aumento da capacidade de produgédo das
citocinas inflamatodrias, TNF-a e IL-1B esta presente, principalmente em gestantes
normais e sao parcialmente concordantes com a literatura nesse aspecto. Segundo
BREWSTER et al. (2008) a disfung&o inflamatoria envolvida na fisiopatologia da PE

pode ser demonstrada por aumento da capacidade de produgado das citocinas IL-1p,
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IL-2, IL-10, G-CSF, IFN-y e TNF-a por mondcitos estimulados com LPS, contrariando
a tradicional dicotomia Th1/Th2 descrita na PE. Entretanto, € importante salientar
que o estudo da capacidade de producéo de citocinas por mondcitos estimulada por
LPS nem sempre retrata o estado de ativacao dessas células na PE. Nesse sentido,
os resultados mais adequados para se correlacionar a gravidade da PE com o perfil,
ou o nivel de citocinas sdo os obtidos da produgcdo endoégena ou ndo estimulada

dessas células.

Observou-se que o tratamento de PBMC com SB nas duas concentragdes
empregadas, causou efeito inibidor significativo sobre a expressdo de NF-kB e
producédo de TNF-a e IL-1p quando as células foram estimuladas com LPS. A
inibicdo pode ser melhor observada quando os niveis de TNF-a foram elevados,
como na produgao endogena pelas células de gestantes com PE e na producgao

estimulada por LPS, nos trés grupos.

A atividade anti-inflamatoria da SB sobre a producao de TNF-a induzida
por LPS ja foi demonstrada por trabalho desenvolvido em nosso laboratério.
BANNWART et al., (2010a), avaliando o efeito da SB sobre o metabolismo oxidativo
de mondcitos humanos, obtidos de individuos saudaveis, mostraram que esse
flavondide inibe, de maneira dose-dependente, a producdo de TNF-a induzida por
LPS e a liberagao de H,O, por mondécitos estimulados com PMA. Estudos in vivo e in
vitro mostraram que a SB atua principalmente inibindo a producédo e expressao de
TNF-o. em humanos e em modelos experimentais (SCHUMANN et al., 2003;
AGARWAL et al.,, 2006; FALASCA et al.,, 2008; SHANMUGAM et al., 2008;
PERACOLI et al., 2010).

Estudos sobre os mecanismos moleculares envolvidos no efeito anti-
inflamatério da SB apontam para um efeito inibidor sobre o fator de transcrigao
nuclear kappa B (NF-kB), proteina composta pelas subunidades p50 e p65, capazes
de se ligar ao DNA e agir como um fator de transcricdo em varios genes envolvidos
nos processos inflamatorios, citoprotetores e carcinogénicos (KANG et al., 2002;
KREN & WALTEROVA, 2005; PRADHAN & GIRISH, 2006). Estudo realizado por
LEE et al. (2007) mostrou que a SB polariza a resposta Th1/Th2 através da inibi¢cao
da funcdo imunomodulatéria de células dendriticas. A incubagéo dessas células com

o flavonoide suprimiu a expressao das moléculas CD80, CD86, moléculas MHC
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classes | e Il e IL-12 nessas células. Além disso, a SB inibiu a translocacao nuclear
da subunidade p65 do NF-kB nas células estimuladas com LPS. Segundo os
autores, as fungbes imunofarmacologicas da SB poderiam ser uteis no
desenvolvimento de terapéutica adjunta para doengas agudas ou cronicas.

Em conjunto, os resultados mais recentes da literatura apontam para um
efeito anti-inflamatério e anti-oxidante da SB, principalmente por inibir fatores de
transcricao inflamatorios, envolvidos na producgao e citocinas proé-inflamatérias como
IFN-y, IL-1B, IL-2 e TNF-q, liberagéo de radicais livres do oxigénio e nitrogénio, além
de expressao de moléculas envolvidas na resposta inflamatéria (SCHUMANN et al.,
2003; AGARWAL et al., 2006; PRADHAN & GIRISH, 2006; LEE et al., 2007).

Estudos empregando SB para tratamento de doengas inflamatérias humanas,
como cirrose alcodlica e hepatite cronica viral tipo C tém mostrado resultados
promissores, na auséncia de efeitos colaterais (POLYAK et al., 2007; FALASCA et
al., 2008). Em nosso trabalho demonstramos, pela primeira vez, que a silibinina é
capaz de inibir a ativagdo de p65NF-kB e regular a produgao de TNF-a em PBMC de
mulheres com pré-eclampsia. A silibinina pode ser importante na estabilizagdo da
resposta inflamatéria desenvolvida pelas mulheres com pré-eclampsia. Assim, o
emprego desse flavonodide poderia ser importante como terapéutica adjuvante no

tratamento das manifestagdes inflamatérias exacerbadas da pré-eclampsia.
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8. ANEXO A:

-a
o Universidade Estadual Paulista
ay
Unesp Faculdade de Medicina de Botucatu
Distrito Rubi&o Junior, s/n°- Botucatu — S.P.

CEP: 18.618-970
FonefFax: (Oxx14) 3811-6143 Q

Registrado no Ministéric da Sadde

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br em 30 de abril de 1987

e-mail coordenadoria: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 01 de margo de 2.010 OF. 049/2010-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof:. Tit. Maria Terezinha Serrdo Peragoli
Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Prezada Dr®. Terezinha,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de Pesquisa
(Protocolo CEP 3443-2010) “Efeito da silibinina sobre o fator de
transcrigdo nuclear-kappaB e produgdo de citocinas inflamatérias por
celulas mononucleares de gestantes portadoras de pré-eclampsia®, a ser
conduzido por Vanesa Silvestre Innocenti Giorgi, orientada por Vossa
Senhoria, com a colaboracdo do Prof. Titular José Carlos Peragoli e de Camila
Ferreira Bannwart, recebeu do relator parecer favordvel com sugestdo,
aprovado em reunido de 01 de margo de 2.010.

Sugestdo: "Favor excluir do TCLE das doadoras vonluntdrias a frase “Estou

ciente que a doagdo deste volume de sangue ndo trard riscos a minha
satide”

Situacdo do Projeto: APROVADOQ. Ao final da execucdo deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Secretdrio do CE
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