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RESUMO

Introducdo: A pré-eclampsia (PE) é uma patologia obstétrica e uma das
principais causas de morbimortalidade materna e fetal. Na PE ocorre um estado de
ma adaptacdo da tolerancia imunoldgica, caracterizada por ativagcdo anormal do
sistema imune inato e adaptativo. As células T reguladoras (Treg) representam uma
populacdo de linfocitos T responsaveis pela manutengdo da tolerancia e controle da
inflamacdo, enquanto células Thl7 medeiam diferentes tipos de reacbes
inflamatorias. Portanto, o balanco entre células Treg e Th17 pode ser critico para a
tolerancia ao feto e prevencdo da PE. Objetivo: Avaliar as subpopulagbes de
células T CD4* (Thl, Th2, Th1l7 e Treg) e o perfil de citocinas produzido por essas
células, em gestantes portadoras de pré-eclampsia, classificadas em PE precoce e
PE tardia. Métodos: Foram estudadas 60 gestantes, sendo 20 normotensas e 40
portadoras de PE, pareadas pela idade gestacional. As gestantes com PE foram
classificadas de acordo com o aparecimento das manifestacdes clinicas em PE
precoce (< 34 semanas de gestagao; n=20) e PE tardia (= 34 semanas de gestacao;
n=20). Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), obtidas das gestantes
foram avaliadas quanto a produgcdo de citocinas pré e anti-inflamatérias e a
expressdo de fatores de transcricdo envolvidos na caracterizacdo das
subpopulacdes de células T CD4*. A expressdo dos fatores de transcricdo
intracitoplasmaticos de células Thl (T-bet), Th2 (GATA-3), Thl7 (RORc) e Treg
(FoxP3) foi avaliada por citometria de fluxo e a expressao génica desses fatores de
transcricdo foi determinada por PCR em tempo real com transcricdo reversa (RT-
gPCR), logo ap6s a colheita de sangue para avaliacdo da expressdo enddgena
dessas diferentes subpopulacdes de células T. A determinacdo das citocinas de
perfil Th1 (IFN-y e TNF-a), Th2 (IL-4), Th17 (IL-6, IL-17 e IL-22) e Treg (IL-10 e TGF-
B1) foi realizada no plasma das gestantes pela técnica de ELISA. Os resultados
foram analisados por meio de testes paramétricos ou ndo paramétricos com nivel de
significAncia de 5%. Resultados: Os perfis inflamatérios Thl e Th17 foram
identificados por aumento significativo da média de intensidade de fluorescéncia
(MIF) e da percentagem de células expressando os fatores de transcricdo
especificos nas gestantes portadoras de PE precoce e PE tardia em relacdo aos
grupos de gestantes normotensas com idade gestacional correspondente. A

percentagem de células Th1l7 foi significativamente maior nas gestantes com PE
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precoce do que nas com PE tardia. Por outro lado, a andlise dos perfis anti-
inflamatoérios Th2 e Treg mostrou que a percentagem de células expressando GATA-
3 e FoxP3 foi significativamente menor nos grupos de PE precoce e PE tardia
comparados aos grupos de normotensas, enquanto a comparacao entre gestantes
pré-eclampticas mostrou percentagem de células Treg significativamente menor nas
gestantes portadoras de PE precoce. A expressao génica do fator de transcricao T-
bet por PBMCs ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos de gestantes
pré-eclampticas e de normotensas. Aumento significativo da expressao génica do
fator de transcricdo RORc e diminuicdo da expressao dos genes GATA-3 e FoxP3
foram observados nos grupos de gestantes pré-eclampticas em relacdo aos grupos
de normotensas de idade gestacional correspondente. Entre as gestantes pré-
eclampticas, encontrou-se menor nivel transcricional do fator de transcricdo GATA-3
na PE precoce. Os niveis plasmaticos das citocinas IFN-y, IL-6, IL-17 e TNF-a foram
significativamente maiores nas gestantes portadoras de PE, enquanto as
concentracdes de IL-10 e TGF-B1 foram significativamente menores em comparacao
aos grupos de gestantes normotensas correspondentes. Observaram-se ainda,
maiores niveis de IL-6, IL-17, TGF-B1 e TNF-a na PE precoce do que na PE tardia.
A expressao proteica de IL-4 (perfil Th2) e IL-22 (perfil Th1l7), ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos estudados. Conclusdo: Os resultados
demonstram que o balanco entre células Treg e Th1l7 é deficiente na PE, havendo
polarizacdo para perfil Th17 na PE precoce. Esse desbalanco pode ser atribuido ao
predominio de citocinas pro-inflamatdrias sobre as anti-inflamatérias, presentes na

circulacdo de gestantes portadoras de pré-eclampsia.

Palavras-chave: citocinas, fatores de transcricdo, pré-eclampsia precoce, pré-

eclampsia tardia, subpopulacdes de células T.
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ABSTRACT

Introduction: Preeclampsia (PE) is an obstetric pathology and one of the
main causes of maternal and fetal morbidity and mortality. In PE there is a state of
maladaptation of immunological tolerance, characterized by abnormal activation of
the innate and adaptive immune system. Regulatory T cells (Treg) represent a
population of T lymphocytes responsible for tolerance maintenance and inflammation
control, whereas Th1l7 cells mediate different types of inflammatory reactions.
Therefore, the balance between Treg and Thl17 cells may be critical for fetal
tolerance and PE prevention. Objective: To evaluate the subpopulations of CD4* T
cells (Th1, Th2, Th1l7 and Treg) and the cytokine profile produced by these cells in
pregnant women with PE, classified in early-onset PE and late-onset PE. Methods:
Sixty pregnant women, 20 normotensive and 40 preeclamptic women, matched by
gestational age, were studied. Pregnant women with PE were classified according to
clinical manifestations in early-onset PE (<34 weeks gestation; n = 20) and late-onset
PE (= 34 weeks gestation; n = 20). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCSs)
obtained from pregnant women were evaluated for the production of pro and anti-
inflammatory cytokines and expression of transcription factors involved in the
characterization of CD4* T cell subpopulations. Expression of the intracytoplasmic
transcription factors of Thl (T-bet), Th2 (GATA-3), Thl17 (RORc) and Treg (FoxP3)
cells was assessed by flow cytometry and the gene expression of these transcription
factors was determined by reverse-transcription quantitative polymerase chain
reaction (RT-gPCR) shortly after blood collection to evaluate the endogenous
expression of these different T-cell subpopulations. The cytokine profile of Thl cells
(IFN-y and TNF-a), Th2 (IL -4), Th17 (IL-6, IL-17 and IL-22) and Treg (IL-10 and
TGF-B1) were measured in the plasma of the pregnant women by the ELISA. The
results were analyzed using parametric or non-parametric tests with a significance
level of 5%. Results: Thl and Thl7 inflammatory profiles were identified by a
significant increase in mean fluorescence intensity (FMI) and by the percentage of
cells expressing specific transcription factors in pregnant women with early-onset PE
and late-onset PE in relation to the normotensive groups with corresponding
gestational age. The percentage of Th17 cells was significantly higher in early-onset
PE than in late-onset PE group. On the other hand, analysis of Th2 and Treg anti-

inflammatory profiles showed percentages of cells expressing GATA-3 and FoxP3
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significantly lower in the early- and late-onset PE groups compared to the
normotensive groups, whereas the comparison between preeclamptic groups
showed significantly lower percentage of Treg cells in pregnant women with early-
onset PE. The gene expression of the T-bet transcription factor by PBMCs did not
show significant differences between the preeclamptic and normotensive pregnant
groups. Significant increase in the gene expression of RORc and decrease in the
expression of the GATA-3 and FoxP3 genes were observed in both groups of
preeclamptic women compared with the normotensive ones of corresponding
gestational age. Among the preeclamptic pregnant women lower transcriptional level
of GATA-3 transcription factor was detected in early-onset PE. Plasma levels of the
cytokines IFN-y, IL-6, IL-17 and TNF-a were significantly higher in pregnant women
with PE, whereas IL-10 and TGF-B1 concentrations were significantly lower than in
the normotensive corresponding groups. It was also observed higher levels of IL-6,
IL-17, TGF-B1 and TNF-a in early-onset than in late-onset PE group. Protein
expression of IL-4 (Th2 profile) and IL-22 (Th17 profile), did not show significant
differences between the groups studied. Conclusion: The results show that the
balance between Treg and Th17 cells is deficient in PE, with polarization to the Th17
profile in early-onset PE. This imbalance can be attributed to the predominance of
pro-inflammatory cytokines over the anti-inflammatory ones present in the circulation

of pregnant women with preeclampsia.

Keywords: cytokines, early-onset preeclampsia, late-onset preeclampsia, T cell
subsets, transcription factors.
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1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gravidez humana que
incide entre 3% e 8% das gestacOes (Carty et al., 2010; Uzan et al., 2011), sendo
considerada a principal causa de morbimortalidade materna e fetal, especialmente
nos paises em desenvolvimento (Sibai et al., 2005; Duley, 2009). E uma doenca
sistémica, caracterizada por multiplas alteracdes no organismo materno (Wegmann
et al., 1993) e clinicamente identificada pela manifestacdo de hipertenséo arterial e
proteindria a partir da 202. semana de gestacdo (NHBPEP, 2000). Outras disfuncbes
maternas também estdo relacionadas com PE, como insuficiéncia renal,
envolvimento hepatico, complicagbes neuroldégicas ou hematoldgicas, disfuncéo
Utero-placentaria ou restricdo de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al.,
2016).

Embora a PE seja uma doenca ainda sem etiologia claramente definida, esta
demonstrado que sua fisiopatologia € influenciada diretamente pela placenta
(Robillard, 2002; Redman & Sargent, 2005). A literatura sugere a interacao de varios
mecanismos na caracterizacdo multisistémica da doenca, tais como placentacao
inadequada (Pijnenborg et al., 1983), disfuncdo endotelial (Khan et al., 2005), m&
adaptacdo imunoldgica (Dekker & Sibai, 1999), estresse oxidativo (Gupta et al.,
2005; Redman & Sargent, 2000; 2005) e resposta inflamatdria excessiva (Redman et
al., 1999; Redman & Sargent, 2003).

A PE é classificada em leve e grave, de acordo com manifestacdes clinicas e
laboratoriais (ACOG, 2002) e em PE precoce ou tardia, na dependéncia do
aparecimento das manifestacdes clinicas antes da 342 ou a partir da 342 semana de
gestacao, respectivamente (von Dadelszen et al., 2003; Huppertz, 2008).

Segundo Huppertz (2008), a classificacdo da PE em precoce e tardia
corresponde a diferentes formas da doenca quanto a sua etiologia e quanto a forma
clinica de manifestacdo. Quando seu aparecimento € precoce, apresenta-se na
forma grave, geralmente associada com alteracdes do Doppler da artéria uterina,
fetos com restricdo de crescimento intrauterino (Murphy & Stirrat, 2000; Ness &
Sibai, 2006) e maior taxa de recorréncia (Redman & Sargent, 2005). Por outro lado,
a PE tardia esta frequentemente associada com indice de resisténcia uterina normal
ou discretamente aumentado, baixa taxa de comprometimento fetal e resultados

perinatais mais favoraveis (Sibai et al., 2005; Ness & Sibai, 2006).
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Na gestacdo normal ocorre resposta inflamatoria sistémica leve, que segundo
Sacks et al. (2003) parece ser resultante da ativacdo da imunidade inata. A maior
ativacdo desse tipo de imunidade ndo indica doenca, mas sim um mecanismo
protetor do organismo materno contra infec¢cdes, uma vez que a reatividade da
resposta imune especifica ou adaptativa se encontra ligeiramente diminuida
(Wegmann et al., 1993). Assim, a leucocitose é evidente no primeiro trimestre e
aumenta com o avanco da gestacao. Neutrofilos e mondécitos encontram-se ativados
e apresentam aumento da capacidade fagocitica e da producdo de citocinas
(Koumandakis et al., 1986; Barriga et al., 1994; Sacks et al., 2003). A adaptacao
materna a gestacdo requer uma interacdo proeminente e rigidamente controlada
entre as imunidades inata e adaptativa, para permitir o crescimento e
desenvolvimento normais do semi enxerto fetal (Van Rijn et al., 2008).

Na PE ocorre uma reacgdo inflamatdria sistémica, semelhante a observada na
gestacdo normal, porém de maior intensidade (Redman et al., 1999; 2005). Portanto,
essa doenca parece ser resultante de uma ativacdo exacerbada da resposta
inflamatoria materna, que inclui ativacao de células inflamatorias, como mondcitos e
granulécitos, bem como células endoteliais (Redman et al., 1999; Borzychowski et
al., 2006; Lok et al., 2009). Essa patologia € caracterizada por producdo excessiva
de citocinas proé-inflamatdrias, tais como interleucina-1 beta (IL-18), IL-6 e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (Johnson et al., 2002; Redman & Sargent, 2003; Luppi
& Deloia, 2006; Peracoli et al., 2007; 2011), bem como diminuicdo na producédo de
IL-10, importante fator capaz de regular a resposta inflamatéria (Cristofalo et al.,
2013; Peracoli et al.,, 2013; Raghupathy, 2013). Concentracfes elevadas de
guimiocinas IL-8, CXCL10/IP-10 e proteina-1 quimiotatica para mondcitos (MCP-1)
também estdo presentes nas gestantes pré-eclampticas em comparacdo com
gestantes normais (Gotsch et al., 2007; Fasshauer et al., 2008; Szarka et al., 2010;
De Oliveira et al., 2011; Kalinderis et al., 2011). Além disso, associacdo entre
producdo mais elevada de TNF-a e IL-13 e aumento da ativagdo do fator de
transcricdo nuclear NF-kB (Giorgi et al., 2012) sugere que os efeitos deletérios das
altas concentragbes circulantes dessas citocinas inflamatérias podem estar
associados as manifestacdes mais graves da PE. A resposta inflamatoéria sistémica
exacerbada na PE parece estar relacionada com a liberacdo de substancias
capazes de induzir inflamacdo, tais como fragmentos de membranas do

sinciciotrofoblasto, microparticulas soluveis incluindo exossomos que carregam
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quimiocinas, citocinas inflamatoérias, enzimas, microRNAs e proteinas sinalizadoras,
no plasma das gestantes, capazes de ativar células da imunidade inata (Chen et al.,
2012; Cheng & Sharma, 2016) e podem desempenhar importante papel na
fisiopatologia da PE (Redman & Sargent, 2007).

Em muitas pacientes com PE observa-se hiperuricemia, que se correlaciona
com proteindria elevada e gravidade da doenca (Peracoli et al., 2013). Segundo
Bainbridge & Roberts (2008), o acido urico tem potencial de promover inflamacéo,
estresse oxidativo e disfuncédo endotelial. O acido urico pode ser considerado um
mediador da inflamacdo, uma vez que estimula a producédo de citocinas inflamatorias
como IL-1B, IL-6 e TNF-a por células mononucleares humanas e MCP-1 por células
musculares vasculares de ratos (Johnson et al., 2003; Kanellis et al., 2003).
Correlacdo positiva entre o0 aumento da producéo da citocina inflamatoria TNF-a, de
anion superoxido e concentragdo sérica elevada de &cido arico foi demonstrada na
PE (Peracoli et al., 2011). Além disso, observou-se associacdo entre niveis
plasmaticos elevados de acido urico, proteina de choque térmico 70 (Hsp70), IL-1p,
IL-12 e TNF-a nos casos graves dessa doenca (Peracoli et al.,, 2013). Assim, a
hiperuricemia em gestantes com PE pode representar importante contribuicdo para a
fisiopatologia da PE.

Durante os estagios iniciais da gestacao, é observado um balanco entre as
células da imunidade adaptativa classificadas em subpopulaces de células T CD4",
Thl e Th2, de acordo com o perfil de citocinas que produzem. Na gestacdo normal
esse balanco esta fisiologicamente desviado em favor do perfil Th2, resultando na
manutengao da toler&ncia materna e no desenvolvimento fetal (Raghupathy, 2008).
A rede de citocinas envolvidas nos processos relacionados a gestacdo é complexa,
uma vez que estes mediadores podem influenciar mecanismos envolvidos na
implantagcdo do ovo, na evolucdo da gestacdo e no mecanismo de parto. As
interag@es sinérgicas entre as citocinas sao dindmicas e moduladas pelos hormonios
relacionados a gravidez. Alteracdes nesses mediadores podem estar associadas
com complicagdes como abortamento, PE e parto prematuro (Orsi & Tribe, 2008).

A literatura mostra que na PE existe ativacdo de resposta imune mediada por
células T, caracterizada pela producdo de citocinas de perfil Thl como interferon
gama (IFN-y), IL-2 e TNF-qa, tanto no sangue periférico como na interface materno-
fetal (Saito & Sakai, 2003; Saito et al., 2007a; Tosun et al., 2010; Darmochwal-Kolarz

et al.,, 2012). Esses linfocitos T estdo ativados e relacionados ao mecanismo
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inadequado de tolerancia materna, presente nessa patologia. Portanto, na PE o
perfil predominante Thl induz ativagdo de macréfagos, de reacdes citotdxicas e
inflamatorias em detrimento do perfil Th2, relacionado a secrecdo de citocinas com
atividade anti-inflamatoria e reguladora como IL-10 e fator transformador de
crescimento beta (TGF-B) e que caracterizam o perfil imunolégico da gestacao
normal (Saito et al., 2010).

Atualmente, esse paradigma Th1l/Th2 ja ndo é suficiente para explicar a
tolerancia materna e acredita-se que outro mecanismo regulatério possa estar
envolvido na resposta ao semi enxerto fetal e nas patologias da gestacéo.

Células T naive com fenétipo CD4* podem se diferenciar em células Thl,
Th2, Th1l7 e T regulatérias (Treg), dependendo do estimulo a que estdo sujeitas
(Saito et al., 2007; Saito, 2010). Células Treg (CD4*CD25") tém papel importante no
desenvolvimento e manutencado da tolerancia em tecidos periféricos (Kuniyasu et al.,
2000; Baecher-Allan et al., 2001) e expressam niveis elevados de CD25 (IL-2Ra),
antigeno 4 de linfocito T citotoxico (CTLA-4) e o fator de transcricdo FoxP3
(Sakaguchi et al., 2001; Fontenot et al., 2003; Waldman et al., 2004). Essas células
Treg desempenham importante papel na interface materno-fetal, assegurando a
tolerdncia imune ao alo-enxerto fetal e a manutencdo da gestacdo (Teles et al.,
2013).

Resultados de estudos sobre a populacdo de células Treg no sangue
periférico de gestantes com PE sdo controversos, havendo relatos de que essa
populacdo celular estd diminuida (Sasaki et al., 2007; Darmochwal-Kolarz et al.,
2007; Santner-Nanan et al., 2009), enquanto outros referem numeros similares
dessas células em gestantes normotensas e pré-eclampticas (Paeschke et al., 2005;
Hu et al., 2008).

A subpopulagéo de linfocitos CD4* denominada Th17, por sua capacidade de
producédo de IL-17, foi descrita por participar de um fenétipo predominante Th1/Th17
sobre Th2/Treg em condi¢cbes inflamatérias cronicas. O aumento dessa
subpopulacdo pode contribuir para o desenvolvimento e progressao de doencas
autoimunes ou reacdes de rejeicdo de enxertos (Darmochwal-Kolarz et al., 2012).

O ambiente de citocinas tem papel chave na diferenciacdo das células T. A
geracdo das células Thl ocorre na presenca das citocinas IFN-y, IL-12 e IL-18 as
quais sédo potentes mediadores inflamatodrios e importantes na ativagdo da resposta

imune adaptativa (Conforti-Andreoni et al., 2011). A presenca de IL-4 é responsavel
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por diferenciar as células Th2, enquanto as células Th17 se diferenciam na presenca
de IL-6 e TGF- e esta subpopulacdo desempenha um papel critico na inducao da
inflamacédo, na patogénese das doencas autoimunes (Crome et al., 2009; Peck,
Mellins, 2010). Por outro lado, as células T reguladoras, essenciais ha manutencao
da auto tolerancia e na regulagao da inflamacgéo, desempenham importante papel na
manutencao da gestacao e séo diferenciadas na presenca predominante de TGF-
(Saito et al., 2007; Saito et al., 2010; Figueiredo & Schumacher, 2016).

A diferenciacdo de células T esta relacionada também com fatores de
transcricdo. Células Thl, Th2, Thl7 e Treg tém sua diferenciacao regulada também
pelos fatores de transcricdo T-bet (T box transcription factor), GATA-3 (GATA
binding protein 3), RORCc (retinoic acid-related orphan receptor C) e FoxP3 (forkhead
box P3), respectivamente (Jianjun et al., 2010; Figueiredo & Schumacher, 2016)
(figura 1). As células Thl, Th1l7 e Treg estdo relacionadas e possuem plasticidade

podendo se converter umas nas outras (Peck & Mellins, 2010; Saito et al., 2010).

Célula T CD4+
Perfil Naive Perfil
inflamatodrio anti-inflamatdrio

IL-22

Figura 1: Diferenciagdo de células T naive, em fendtipos Thl, Th2, Thl7 e Treg (adaptado de
Figueiredo & Schumacher, 2016).

De acordo com Figueiredo & Schumacher (2016), as células Thl7 e Treg
formam um complexo para manter a homeostase e interagem com outros tipos

celulares para orquestrar a resposta imune durante a gestagcédo. No entanto, na PE
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esse complexo n&o ocorre adequadamente, havendo desbalanco entre perfil
inflamatorio e anti-inflamatério de subpopulacdes de células T CD4*.

Santner-Nanan et al. (2009) e Darmochwal-Kolarz et al. (2012), relataram
uma diminuicdo das células T reguladoras e um aumento das células com perfil
Th17 no sangue periférico de mulheres com PE quando comparadas com gravidas
normais, sugerindo ser esse desbalanco responsavel pela ativacdo da resposta
inflamatoria nessa patologia.

Os dados da literatura demonstram que a PE apresenta resposta inflamatéria
exacerbada, representada pela ativacdo de células da imunidade inata. Essa
ativagdo resulta na producdo de citocinas inflamatdrias que ativam células da
imunidade adaptativa, levando ao aumento da inflamacdo. O conhecimento do
fendtipo das subpopulacdes de células T e o perfil de citocinas produzido por essas
células, detectados no sangue periférico de gestantes portadoras de PE, podera
contribuir para a melhor compreenséo do envolvimento da imunidade adaptativa na
fisiopatologia dessa importante patologia da gestacdo. Além disso, permitira verificar
se h& diferenca entre PE precoce e tardia quanto ao numero e funcdo dessas

células.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar as subpopulacdes de células T CD4* (Thl, Th2, Th1l7 e Treg) e o perfil
de citocinas produzido por essas células, em gestantes portadoras de pré-
eclampsia, classificadas em PE precoce e PE tardia.

2.2 Especificos

2.2.1. Determinar a percentagem de subpopulacdes de células T (Thl, Th2,
Th1l7 e Treg) no sangue periférico de gestantes pré-eclampticas e de normotensas
pela expressdo dos fatores de transcri¢do, caracteristicos dessas subpopulagées;

2.2.2. Analisar o perfil de citocinas produzido por essas subpopulacdes
celulares: Thl (IFN-y e TNF-a), Th2 (IL-4), Th17 (IL-6, IL-17 e IL-22) e Treg (IL-10 e

TGF-B1) no plasma de gestantes pré-eclampticas e de normotensas.
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3. CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica

Foram estudadas 40 gestantes portadoras de PE e 20 gestantes normotensas
(NT), que realizaram assisténcia ao parto na maternidade do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. A idade gestacional dos grupos
estudados foi estabelecida pela data da ultima menstruagdo e/ou por exame
ultrassonografico precoce (<12 semanas de gestacdo). As gestantes foram
consideradas portadoras de PE quando, sem antecedente anterior, manifestaram
hipertensao arterial (2140x90mmHg) associada a proteinuria (>300mg em urina
coletada durante 24 horas), apds a 20® semana de gestacdo (NHBPEP, 2000).

As gestantes com PE foram estratificadas, segundo Huppertz (2008), em dois
grupos, de acordo com a idade gestacional no momento do diagndstico da doenca:
menor que 34 semanas (pré-eclampsia precoce — n=20) e igual ou maior que 34
semanas (pré-eclampsia tardia — n=20). As gestantes normotensas foram pareadas
com as pré-eclampticas pela idade gestacional.

O tamanho amostral desse projeto foi calculado, considerando-se a diferenca
de médias de IL-1B8 e TNF-a entre gestantes portadoras de PE e normotensas, com
base nos resultados apresentados em trabalho anterior (Giorgi et al., 2012).
Considerando-se uma confiabilidade de 95%, poder de 90% e 20% de variabilidade
nos valores dessas citocinas, o tamanho amostral foi de no minimo 20 individuos por
grupo.

Todas as mulheres envolvidas no estudo foram previamente informadas
quanto a finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo 1 e 2). O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, parecer n°
1.047.289 (anexo 3).

3.2 Critérios de inclusao

Gestantes normotensas: mulheres com gestacdo Unica, com idade
gestacional entre 24 e 40 semanas, nédo ter o diagndstico de PE e sem patologias

clinicas ou obstétricas.
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Gestantes com pré-eclampsia: mulheres com gestacdo Unica, idade

gestacional entre 24 e 40 semanas e diagnostico de pré-eclampsia.

3.3 Critérios de nao-inclusao

Apresentar qualquer intercorréncia obstétrica ou clinica, com excec¢do de PE
tais como: gestacédo gemelar, hipertensao arterial cronica, diabetes, doencas renais,
doencas infeciosas, ma-formacéo fetal, soropositividade para HIV e uso de drogas

ilicitas e alcool.

3.4 Dosagem de proteindria

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

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

3.5 Colheita de sangue e separacao do plasma

Foram coletados 10 mL de sangue periférico, por puncdo venosa, para
avaliacdo das subpopulacdes de células T e determinacdo de citocinas em
gestantes portadoras de PE no momento do diagnéstico da doenca. A amostra de
sangue de gestantes normotensas foi coletada no momento em que foram pareadas
pela idade gestacional com gestantes pré-eclampticas. O sangue colhido foi
colocado em tubo estéril contendo 10 U/mL de EDTA (Becton Dickinson-BD
Vacutainer, NJ, EUA) e apés centrifugacdo a 1500 rpm por 10 min, o plasma obtido
foi armazenado a -80°C até o momento da determinacao das citocinas.

3.6 Isolamento e cultura de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs)

As células mononucleares foram obtidas por separacdo em gradiente de
Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia), segundo
técnica previamente descrita (Peracoli et al., 2011). O anel rico em células
mononucleares foi lavado duas vezes com meio de cultura RPMI 1640/HEPES (LGC
Biotecnologia, SP, Brasil) por 10 min a 1500 rpm. Apos esse procedimento, as
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células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640/HEPES (LGC
Biotecnologia) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (RPMI
completo) e contadas com auxilio de camara de Neubauer. Para identificacdo das
células mononucleares, 50 pyL da suspensdo de células mononucleares foram
incubadas por 10 min a 37°C com 450 pL da solugao de vermelho neutro a 0,02%. A
concentracdo celular foi ajustada para 1x10°% células viaveis/mL, as células foram
distribuidas em placas de cultura de 24 pocos (Falcon, Corning Incorporated- Life
Sciences, Durham, EUA) e incubadas a 37°C, em tensdo de 5% de CO:2 por 90
minutos. As células ndo-aderentes a placa foram obtidas por meio de lavagem dos
orificios da placa com meio de cultura RPMI 1640/HEPES (LGC Biotecnologia),
sendo a viabilidade estimada por exclusdo de coloracdo com azul Trypan 0,2 %. A
concentracdo celular foi ajustada para 2x10° células viaveis/mL para a

caracterizacdo das subpopula¢des de células T por citometria de fluxo.

3.7 Andlise da expresséo dos fatores de transcricdo em linfécitos T pela

técnica de citometria de fluxo

A expressao dos fatores de transcricdo intracitoplasmaticos para células Thl
(T-bet), Th2 (GATA-3), Th1l7 (RORc) e Treg (FoxP3) foi avaliada apés colheita do
sangue (expressdo enddgena). A concentracdo celular foi ajustada para 2x10°
células/mL, conforme descrito no item 3.6 e as células distribuidas em tubos Falcon
para citbmetro (BD Biosciences). As células foram incubadas com anticorpos BD
Biosciences, com os respectivos fluorocromos: anti-CD3 (PE-Cy7), anti-CD4 (APC),
anti-CD25 (APC-H7) e anti-CD127 (BB515) por 30 min, no escuro. Apdés
centrifugacdo as células foram lavadas com Wash Buffer (BD Biosciences) e
centrifugadas novamente por 5 min a 400g. Em seguida, as células foram fixadas e
permeabilizadas utilizando-se Perm Buffer (BD Biosciences) para incubagdo com
anticorpos BD Biosciences, marcados com fluorocromos especificos contra as
proteinas intracelulares T-bet (PerCP-Cy5.5), GATA-3 (PE), RORc (PE) e FoxP3
(PE) por 30 min, no escuro e em temperatura ambiente. Para a delimitacdo dos
gates, tubos controles foram incubados com anticorpos isotipicos especificos para
cada fluorocromo (PE-Cy7, APC, APC-H7, BB515, PerCP-Cy5.5 e PE) em cada
teste realizado. No caso das medigdes, foram necessarios 30.000 eventos para cada

amostra adquirida em citdbmetro de fluxo FACSCanto™ 1l (BD Biosciences) com
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software FACSDIVA (BD Biosciences). Os resultados foram analisados no software
FlowJo, verséo vX.10.6 (FlowJo, LLC).

3.7.1Estratégia de andlise fenotipica dos linfocitos por citometria de

fluxo

Para uma andlise mais refinada do fendtipo dos linfocitos de gestantes
portadoras de PE e de NT, delineou-se estratégia de gates demonstrada na figura 2.
Inicialmente, com base nos parametros tamanho em area (FSC-A) por tamanho em
altura (FSC-H) construimos o gate singlets, objetivando evitar dados de células
aglomeradas ou conjugadas (figura 2A). Dentro desse gate, delineou-se novo gate
relacionado ao tamanho (FSC-A) e granularidade (SSC-A) esperados para linfocitos
(figura 2B), os quais estdo localizados na regido de células menores e com poucos
granulos. Dentro do gate linfécitos, construiu-se outro gate, com base na
positividade para o marcador CD3* (figura 2C). Por fim, delineou-se novo gate que
selecionou apenas células CD4* (figura 2D), dentro do qual foram analisados os
fatores de transcricdo para os perfis Thl (T-bet), Th2 (GATA-3), Th1l7 (RORc) e Treg
(FoxP3).

1.5 = CD4- CD4+
197 803
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SSC-A
SSC-A

X Single Cells
99.9

c Comp-PE-Cy7-A :: CD3 D Comp-APC-A :: CD4

JLORRRA
A FSC-A B

Figura 2. Estratégia de analise fenotipica dos linfécitos de gestantes com PE por citometria de fluxo.
Pseudocolor e histograma demonstrando os gates de analise da populacao de linfocitos. (A) O gate
singlets baseou-se na analise de células Unicas. (B) O gate linfocitos foi relacionado ao tamanho e
granularidade da populacdo em questdo. (C) O gate CD3* representa a selecdo de células positivas
para esse marcador. (D) Histograma demonstrando o gate CD4*, no qual os fatores de transcrigdo
foram analisados. O histograma demonstra a percentagem de células expressando marcador CD4
positivas (CD4*) e CD4 negativas (CD4).

3.7.2Estratégia de andlise para perfis Thl, Th2 e Th17 de linfécitos por

citometria de fluxo

Para a analise de perfis de linfocitos Thl, Th2 e Th17 (figura 3) de gestantes

com PE, realizou-se o gate de linfécitos positivos para CD3*/CD4* e dentro dessa
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populacdo analisaram-se os fatores de transcricio T-bet especifico para
subpopulacdo Thl, GATA-3 especifico para Th2 e RORc especifico para Thl7.
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Figura 3. Estratégia de analise fenotipica dos linfécitos de gestantes com PE por citometria de fluxo.
(A) Pseudocolor (CD3*) e histograma (CD4*) demonstrando os gates de andlise da populacédo de
linfocitos. (B) Pseudocolor demonstrativo de células CD4* que expressam o fator de transcrigdo T-bet
(Thl). (C) Pseudocolor demonstrativo de células CD4* que expressam o fator de transcricdo GATA-3
(Th2). (D) Pseudocolor demonstrativo de células CD4* que expressam o fator de transcrigdo RORc
(Th17).

3.7.3Estratégia de analise para perfil Treg de linfécitos por citometria de

fluxo

Como forma de andlise (figura 4), partiu-se de linfécitos CD3*/CD4* (4A e 4B),
para analisar as células que eram CD25* e CD127 (figura 4C). A partir desta
populacdo analisou-se a molécula FoxP3 (figura 4D) e as células positivas para este
marcador foram consideradas os linfocitos Tregs, conforme descrito por Vergati et al.
(2011).
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Figura 4. Estratégia de andlise fenotipica dos linfécitos T reguladores de gestantes com PE.
Pseudocolor (A) e histograma (B) demonstrando os gates de analise da populacao de linfécitos. (C)
Pseudocolor demonstrativo de gate para populagdo CD25* e CD127-. (D) Pseudocolor demonstrativo
de marcacao de FoxP3 nessa populagéo.

3.8 Avaliagdo da expressao dos transcritos relacionados aos fatores de
transcricdo respectivo de cada subpopulacdo pela técnica de RT-
gPCR

Os PBMCs foram submetidos a analise da expressao em nivel transcricional.
O RNA total dos PBMCs foi extraido por meio do sistema Total RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corp., Thorold, ON, Canada), conforme protocolo do fabricante.
Apoés a extracdo, a fim de garantir a completa remo¢do de DNA genémico, 1ug de
RNA total foi incubado com DNAse | Amp Grade (Invitrogen®). A pureza e qualidade
relativa de todas as amostras de RNA total obtidas foram determinadas por
espectrofotometria utilizando o equipamento Nanodrop® 2000 Spectrophotometer,
Thermo Scientific™. Posteriormente, a sintese de DNA complementar (cDNA) para
execucdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase acoplada a transcricdo reversa
(Reverse Transcription-coupled Polymerase Chain Reaction — RT-PCR) foi realizada
com 450ng de RNA total por 60ul de reacédo, utilizando ImProm-lITM Reverse
Transcription System, conforme protocolo do fabricante.

A gquantificacdo da expressao génica dos fatores de transcricao (T-bet, GATA-
3, RORc e FoxP3) foi efetuada por meio da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR) utilizando GoTaq® RT-gPCR
Master Mix (Promega, Madison, WI, USA). O aparelho utilizado foi 7500 Fast Real
Time PCR Systems (Applied Biosystems, USA).

As diversas variantes dos alvos estudados foram alinhadas no programa
MEGA 6 e, posteriormente, cada iniciador foi escolhido por meio do programa
Primer-BLAST. Iniciadores situados na juncdo éxon-éxon garantem a pureza da

reacdo, ou seja, a auséncia de qualquer DNA genémico que possa contamina-la. As
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sequéncias dos iniciadores utilizadas no presente estudo estdo detalhadas no
Quadro 1.

Cada reacéao foi definida em duplicata no total de 20ul cada, o qual contém
0,3uM de cada iniciador (sense e anti-sense), 2l de cDNA, 10ul de master mix e
6,8ul de &gua livre de nuclease. Adicionalmente, foi inserido um controle negativo,
também em duplicata, o qual foi incluido em cada reacgéo a fim de provar que néo ha
contaminacdo. As condicfes para a reacdo de RT-gPCR foram: denaturacéo inicial a
96°C por 2min e 40 ciclos de 95°C-15s e 60°C-60s, seguido de uma curva melting. A
amplificacdo de cada transcrito especifico foi confirmada pelo perfil da curva melting

gerada no final de cada reacao.

Quadro 1: Sequéncias dos Iniciadores para a analise da expressdo dos genes do T-bet,
GATA-3, RORc e FoxP3 por RT-gPCR

Nome do . . Comprimento
Alvo Sequéncia (5’-3’) Acesso ao GenBank
gene do produto
Forward primer: (614) CAGGAAGGACAGCACCCTTT (633)
FoxP . 113pb NM_014009
FoxP3 | FoxP3 | poverse primer (726) GGAAGTCCTCTGGCTCTTCG (707) P =
Forward primer: (174) CTCTTCGCTACCCAGGTGAC (193)
ATA- . 96pb NM_001002295.1
GATA3 | GATA3 | peverse primer: (269) ACGACTCTGCAATTCTGCGA (250) P =
Forward primer: (363) CATGTCCCGAGATGCTGTCA (382)
ROR . 111pb NM_005060.3
< RERS Reverse primer: (473) GGTTCCTGTTGCTGCTGTTG (454) 2 -
Forward primer: (906) GGATGCGCCAGGAAGTTTCA (925)
T-bet - . 88pb NM_013351
= T-bet | peverse primer: (993) TGGAGCACAATCATCTGGGT (974) P -
Controles internos da reacao
Forward primer: (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703)
GAPDH | GAPDH . 11 NM_002046.4
Reverse primer: (801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782) 8pb 002046
. Forward primer:(1061)AGATCAAGATCATTGCTCCTCCT(1083)
ACTB - .
B-actina | peverse primer: (1180)CGGACTCGTCATACTCCTGC(1161) 120pb NM_001101.3

3.8.1Padronizacdo da escolha do normalizador utilizado na técnica de
RT-gPCR

O RNAm extraido de PBMCs de mulheres saudaveis nado-gravidas (n=5), foi
utiizado para padronizacdo da técnica de RT-gPCR. As figuras 5A e 5B
representam as curvas de amplificacdo do gene da B-actina e da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), respectivamente. Pode-se observar
que as curvas de amplificacdo da B-actina (figura 5A) apresentaram uma maior

diferenca entre seus Cts do que a diferenca observada para as curvas do GAPDH

33




(figura 5B). Portanto, para normalizacdo das reacdes de RT-gPCR, foi utilizado o
GAPDH, o qual demonstrou maior uniformidade de amplificagao.
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Figura 5: Representagéo grafica das curvas de amplificagdo da expressao génica de (-actina (A) e
GAPDH (B) de PBMCs de mulheres ndo-gravidas (n=5) pela técnica de RT-qPCR.

A curva de dissociagdo mede a temperatura de dissociacdo dos produtos
amplificados e deve conter apenas um pico, indicando auséncia de produtos
inespecificos na reacdo, assim como dimeros de primers (iniciadores) que podem
ser identificados como amplificacdo, ja que formam estruturas dupla-fita, permitindo
a incorporacado do marcador fluorescente Syber Green. As reacdes apresentaram
pico Unico de curva de dissociacdo para cada amostra, comprovando a
especificidade da reacao (figura 6). Novamente, o emprego do GAPDH (figura 6B)

confirma a escolha desse normalizador para a técnica de RT-qPCR.
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Figura 6: Representacdo gréfica da curva de dissociacao da B-actina (A) e GAPDH (B) por PBMCs
de mulheres saudaveis ndo-gravidas (n=5) por RT-qPCR.

Os valores de expressao dos transcritos analisados foram normalizados com
base na analise concomitante da expressao do gene codificador da enzima GAPDH.
O célculo da expressao diferencial dos genes selecionados foi efetuado pelo método
de processamento de dados em relacdo a uma curva padrao (Larionov et al., 2005).
Todas as condic¢fes, inclusive o GAPDH de cada amostra e o controle negativo da
reagdo (No template Control — NTC; sem DNA) foram analisadas em duplicatas.
Para analise da expressao relativa, amostras de RNA obtidas de gestantes do grupo
controle foram reunidas e, apGs analise da expressao génica, essa amostra recebeu
o valor relativo de 100. Todas as outras amostras receberam valores relativos a essa

amostra.

3.9 Deteccao das citocinas relacionadas as subpopula¢gdes Th1,Th2,Th17

e Treg pela técnica de ELISA

Para quantificacéo das citocinas IFN-y e TNF-a (Th1), IL-4 (Th2), IL-17, IL-22,
IL-6 (Th17) e IL-10 e TGF-B1 (Treg) no plasma das gestantes pré-eclampticas e
normotensas foi empregado ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando-se Kkits

comerciais obtidos da R&D Systems (MN, EUA). Os limites de sensibilidade desses
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kits foram de 15,6 pg/mL para IFN-y, 10 pg/mL para IL-4, 0,70 pg/mL para IL-6, 3,9
pg/mL para IL-10, 0,7 pg/mL para IL-22, 1,7 pg/mL para TGF-B1 e 0,5 pg/mL para
TNF-a. Para a citocina IL-17 foi utilizado kit comercial de alta sensibilidade obtido da
Affymetrix eBioscience (CA, EUA). O limite de sensibilidade foi de 0,01 pg/mL. As

reacoes foram desenvolvidas segundo as instrugdes do fabricante.

3.10 Andlise Estatistica

Os resultados foram avaliados empregando-se testes paramétricos ou nao-
paramétricos, segundo o programa estatistico PRISM, (Graph Prism for Windows,
version 6.01, GraphPad, CA, EUA). A comparac¢do das caracteristicas clinicas entre
as gestantes foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparacdes
multiplas pelo teste de Dunn. A andlise das subpopulacdes de células T CD4* e das
citocinas presentes no plasma foi realizada por andlise de variancia (ANOVA),
seguida de comparacdes multiplas pelo teste de Tukey. O nivel de significancia

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

4. RESULTADOS
4.1 Caracteristicas dos grupos estudados

A andlise das caracteristicas clinicas das gestantes portadoras de PE e das
normotensas mostrou ndo haver diferenca estatistica entre os grupos avaliados, com
relacdo ao parametro de idade (tabela 1). A comparacdo entre 0s grupos de
gestantes pré-eclampticas e seus respectivos grupos controles, pareados pela idade
gestacional também ndo mostrou diferenca estatistica. No entanto, os valores da
pressédo arterial sistdlica e diastolica foram significativamente maiores nas gestantes
portadoras de PE em relacdo as gestantes NT. Os niveis de proteindria foram
significativamente mais elevados (p<0,01) no grupo de gestantes com PE precoce
em comparacao aos demais grupos. No grupo de gestantes com PE tardia esses
valores foram significativamente maiores do que nas normotensas de mesma idade

gestacional.
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Tabela 1. Caracteristicas das gestantes portadoras de pré-eclampsia e normotensas

Para PE Precoce PE Tardia Normotensas Normotensas
arametros (< 34sem) (2 34sem) (< 34sem) (2 34sem)
n=20 n=20 n=10 n=10
28 24 25 26
Idade (anos)
(14 - 40) (16 — 43) (18 — 38) (29 - 37)
Idade
gestacional 29 37 30 37
(semanas) (26 — 33) (34 — 40) (26 — 33) (34 — 40)
Presséo 160 * 155 * 105 100
arterial
sistélica (140 - 200) (140 - 180) (95 - 110) (95 - 110)
(mmHg)
Presséo 110 * 100 * 65 60
arterial
diastoélica (90 — 140) (90 — 120) (60 - 70) (60 —70)
(mmHg)
L 3105% 535 *
Proteinuria 300.26.052 <300 <300
(mg/24h) (300-26.052) (300-10.800)

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

* (p<0,01) vs NT <34s; NT 2 34s; # (p<0,01) vs NT <34s; NT = 34s; PE tardia; + (p < 0,05) vs NT =
34s (teste de Kruskal-Wallis).

4.2 Expressao de fatores de transcricdo em subpopulacdes de linfocitos

pelatécnica de citometria de fluxo

A figura 7 mostra duas andlises de subpopula¢@es de perfis inflamatérios (Thl
e Th1l7): a percentagem de linfocitos expressando os respectivos fatores de
transcricAo e a meédia de intensidade de fluorescéncia (MIF) das proteinas
intracelulares estudadas entre os grupos de gestantes portadoras de PE e de
gestantes NT. Primeiramente, os resultados sdo apresentados abordando-se apenas
0s grupos de gestantes portadoras de PE e de NT sem a estratificacdo das idades
gestacionais. A analise dos perfis inflamatérios mostra que no perfil Thl, tanto a

percentagem de células expressando o fator de transcri¢cdo T-bet (figura 7A) como a

37



MIF (figura 7B) sé&o significativamente maiores no grupo PE quando comparadas ao
grupo NT. A expressdo de RORc (perfil Th17), mostra também que a inflamacéo é
predominante na PE, através do aumento significativo da percentagem de células
expressando RORc (figura 7C) e da MIF (figura 7D) nas gestantes pré-eclampticas

guando comparadas com o grupo controle.
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Figura 7. Percentagem de linfocitos expressando fator de transcricdo intracelular e Média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) em 40 gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE) e 20 gestantes
normotensas (NT). (A) % de linfocitos expressando T-bet. (B) MIF de linfécitos expressando T-bet.
(C) % de linfécitos expressando RORc. (D) MIF de linfécitos expressando RORc. Resultados
expressos em média + SD. * p<0,05 vs. NT (Teste t de Student).

Na figura 8 observam-se duas analises de subpopulacdes de perfis anti-
inflamatdrios (Th2 e Treg): a percentagem de linfocitos expressando os respectivos
fatores de transcricdo e a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) das proteinas
intracelulares estudadas entre os grupos de gestantes portadoras de PE e de
gestantes NT.

As andlises dos perfis anti-inflamatorios Th2 e Treg, mostram que a
percentagem de linfocitos expressando GATA-3 (figura 8A) e FoxP3 (figura 8C) foi
significativamente menor no grupo PE em relagdo & NT, apesar da MIF (figura 8B;

figura 8D) ndo apresentar diferengas significativas entre PE e NT.
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Figura 8. Percentagem de linfocitos expressando fator de transcrigdo intracelular e Média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) em 40 gestantes portadoras de pré-eclampsia (PE) e 20 gestantes
normotensas (NT). (A) % de linfocitos expressando GATA-3. (B) MIF de linfocitos expressando
GATA-3. (C) % de linfocitos expressando FoxP3. (D) MIF de linfécitos expressando FoxP3.
Resultados expressos em média + SD. * p<0,05 vs. NT (Teste t de Student).

Na figura 9 observam-se a percentagem de linfécitos expressando o0s
respectivos fatores de transcricdo e a média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
das proteinas intracelulares de subpopulacdes de perfis inflamatérios Thl e Thl7
analisadas de acordo com a estratificacdo das gestantes em PE precoce (< que 34
semanas) e PE tardia (= que 34 semanas).

O perfil inflamatério Thl mostrou aumento significativo da percentagem de
células expressando T-bet (figura 9A) e da MIF dos linfocitos Thl (figura 9B) na PE
precoce em relacdo ao grupo NT <34s e 0 mesmo € visto na PE tardia em relacéo
as NT 234s, nos dois parametros analisados.

A percentagem de células expressando o fator de transcricdo RORc (figura
9C) também foi significativamente maior nos grupos PE precoce e PE tardia em
comparagdo com o grupo NT de idade gestacional correspondente. Entre as
gestantes com PE, observa-se aumento significativo da percentagem de células
Th17 que expressam o RORc no grupo PE precoce em relacdo ao grupo PE tardia.
Na MIF da subpopulagédo Th17 (figura 9D) foi elevada nas células das gestantes preé-

eclampticas em relagdo as NT de mesma idade gestacional.
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Figura 9. Percentagem de linfocitos expressando fator de transcricdo intracelular e Média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) em 20 gestantes portadoras de PE precoce (PE<34s), 20
gestantes portadoras de PE tardia (PE= 34s), 10 gestantes normotensas (NT<34s) e 10 gestantes
normotensas (NT = 34s). (A) % de linfécitos expressando T-bet. (B) MIF de linfécitos expressando T-
bet. (C) % de linfécitos expressando RORc. (D) MIF de linfécitos expressando RORc. Resultados
expressos em média £ SD. * p <0,05 vs. NT <34s; @ p <0,05 vs. NT 2 34s; + p <0,05 vs. PE = 34s
(ANOVA).

A figura 10 representa a percentagem de linfécitos expressando os
respectivos fatores de transcricdo e a média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
das proteinas intracelulares de subpopulacdes de perfis anti-inflamatérios Th2 e
Treg analisadas de acordo com a classificacdo das gestantes em PE precoce e em
PE tardia.

Primeiramente, nos linfécitos que expressam o fator de transcricdo GATA-3
(figura 10A) e FoxP3 (figura 10C), observa-se diminuicdo significativa da
percentagem dessas células na PE precoce ao se comparar com as NT< 34s, o
mesmo ocorrendo na PE tardia em relacdo as NT de mesma idade gestacional. Ja
no parametro MIF (figura 10B; figura 10D), observou-se homogeneidade de
resposta, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos nos dois perfis
avaliados.

Entre as gestantes com PE, observa-se diminuicdo significativa da
percentagem de células Treg que expressam o FoxP3 no grupo PE precoce em

relacdo ao grupo PE tardia (figura 10C).
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Figura 10. Percentagem de linfécitos expressando fator de transcrigdo intracelular e Média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) em 20 gestantes portadoras de PE precoce (PE<34s), 20
gestantes portadoras de PE tardia (PE= 34s), 10 gestantes normotensas (NT<34s) e 10 gestantes
normotensas (NT = 34s). (A) % de linfocitos expressando GATA-3. (B) MIF de linfécitos expressando
GATA-3. (C) % de linfécitos expressando FoxP3. (D) MIF de linfécitos expressando FoxP3.
Resultados expressos em média + SD. * p <0,05 vs. NT <34s; @ p <0,05 vs. NT = 34s; + p <0,05 vs.
PE = 34s (ANOVA).

4.3 Expressao de fatores de transcricdo em subpopulacdes de linfocitos

pelatécnica de RT-qPCR

Na figura 11 observa-se a analise da expressdo génica dos fatores de
transcricdo caracteristicos das subpopulacdes de perfis inflamatérios Thl (T-bet) e
Th17 (RORCc).

Realizou-se a quantificacdo relativa da expressdo dos genes para T-bet,
GATA-3, RORc e FoxP3 em PBMCs de 20 gestantes com PE precoce, 20 com PE
tardia, 10 gestantes normotensas <34 semanas de gestacdo e 10 gestantes
normotensas = 34 semanas de gestacgao.

Para o calculo da quantidade relativa da expresséao dos genes foi determinada
uma amostra padrdo. Assim, considerou-se o valor da amostra padréao igual a 100 e
as demais amostras foram estimadas baseando-se nesta amostra padrao.

Na figura 11A, ndo se observou diferenga significativa na expresséo génica do

fator de transcricdo T-bet em PBMCs de gestantes portadoras de PE precoce e
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tardia quando comparadas as gestantes NT de mesma idade gestacional. A figura
11B, representa aumento significativo da expressao génica do fator de transcricao
RORc nas gestantes portadoras de PE precoce e tardia em relacdo as NT com

idade gestacional correspondente.
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Figura 11. Niveis de RNAm dos fatores de transcrigcao de perfis inflamatorios (quantidade relativa) em
PBMCs de 20 gestantes portadoras de PE precoce (PE<34s), 20 gestantes portadoras de PE tardia
(PEZ= 34s), 10 gestantes normotensas (NT<34s) e 10 gestantes normotensas (NT = 34s). (A) Thl (T-
bet). (B) Th17 (RORc). Resultados expressos em média = SD. * p <0,05 vs. NT <34s; @ p <0,05 vs.
NT = 34s (ANOVA).

Na figura 12, esta representada a analise da expressao génica dos fatores de
transcricdo caracteristicos das subpopulacdes de perfis anti-inflamatérios Th2
(GATA-3) e Treg (FoxP3).

Expressao significativamente menor dos genes GATA-3 (figura 12A) e FoxP3
(figura 12B) foi detectada em PBMCs de gestantes com PE precoce quando
comparadas com as gestantes normotensas de mesma idade gestacional, assim
como nas gestantes com PE tardia, em relacdo as gestantes NT de idade
gestacional correspondente. Entre as gestantes pré-eclampticas, o nivel
transcricional do fator de transcricdo GATA-3 foi significativamente menor na PE
precoce e nas gestantes NT também encontrou-se diferenca significativa entre as

NT<34s quando comparadas com as NT=34s.
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Figura 12. Niveis de RNAm dos fatores de transcricdo de perfis anti-inflamatérios (quantidade
relativa) em PBMCs de 20 gestantes portadoras de PE precoce (PE<34s), 20 gestantes portadoras
de PE tardia (PE= 34s), 10 gestantes normotensas (NT<34s) e 10 gestantes normotensas (NT = 34s).
(A) Th2 (GATA-3). (B) Treg (FoxP3). Resultados expressos em média = SD. * p <0,05 vs. NT <34s;
@ p <0,05 vs. NT 2 34s; + p <0,05 vs. PE 2 34s; # p <0,05 vs. NT = 34s (ANOVA).

4.4 Determinacdo das citocinas relacionadas as subpopulacdes de

células T pela técnica de ELISA

Os resultados da dosagem das citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17,
IL-22 e TGF-B1 no plasma das gestantes portadoras de PE e normotensas estéo
representados nas figuras 13 e 14.

As concentracdes das citocinas de perfil Thl, IFN-y (figura 13A) e TNF-a
(figura 13B), foram significativamente maiores nos grupos de gestantes pré-
eclampticas em relacdo aos grupos de NT correspondentes. Além disso, gestantes
com PE precoce apresentaram niveis significativamente maiores de TNF-a em
relacdo as gestantes com PE tardia.

As concentracdes plasmaticas de IL-6 (figura 13C) e IL-17 (figura 13D), nas
gestantes com PE precoce e PE tardia foram significativamente maiores em relacéo
as NT de idade gestacional correspondente. Entre as gestantes pré-eclampticas as
concentracbes de IL-6 e IL-17 foram significativamente maiores no grupo PE
precoce.

As concentracfes plasmaticas de IL-22 (perfil Th17) e de IL-4 (perfil Th2), ndo
mostraram diferenca significativa entre os grupos estudados (figura 13E;14 A).
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Figura 13. Expresséo proteica de IFN-y (A), TNF-a (B), IL-6 (C), IL-17 (D) e IL-22 (E) no plasma de
gestantes portadoras de PE precoce (PE<34s), 20 gestantes portadoras de PE tardia (PE= 34s), 10
gestantes normotensas (NT<34s) e 10 gestantes normotensas (NT = 34s). Resultados expressos em
média £ SD. * p <0,05vs. NT <34s; @ p <0,05 vs. NT = 34s; + p <0,05 vs. PE = 34s (ANOVA).

Os niveis enddgenos das citocinas de perfil Treg, IL-10 (figura 14B) e TGF-B1
(figura 14C), foram significativamente menores nas gestantes com PE precoce e PE
tardia em relacdo as gestantes NT de idade gestacional correspondente. Entre as
gestantes pré-eclampticas observaram-se menores concentracbes de IL-10 e

maiores de TGF-B1 na PE precoce.
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Figura 14. Expresséo proteica de IL-4 (A), IL-10 (B) e TGF-B1 (C) no plasma de gestantes portadoras
de PE precoce (PE<34s), 20 gestantes portadoras de PE tardia (PE= 34s), 10 gestantes normotensas
(NT<34s) e 10 gestantes normotensas (NT = 34s). Resultados expressos em média + SD. * p <0,05
vs. NT <34s; @ p <0,05 vs. NT = 34s; + p <0,05 vs. PE = 34s (ANOVA).

5. DISCUSSAO

O presente trabalho caracterizou as subpopulacdes de células T CD4* (Thil,
Th2, Thl7 e Treg) e o perfil de citocinas produzidas por essas células no sangue
periférico de gestantes portadoras de PE. Os resultados mostraram que os linfécitos
estdo endogenamente polarizados para os perfis inflamatérios Thl e Thl7 e
apresentam diminuicdo dos perfis anti-inflamatérios Th2/Treg. Além disso,
encontrou-se producdao aumentada das citocinas pro-inflamatorias IFN-y, IL-6, IL-17
e TNF-a e niveis diminuidos de citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-B1. Esses
resultados confirmam evidéncias anteriores de ativacdo exacerbada de leucécitos
circulantes nessas pacientes (Gervasi et al., 2001; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et
al., 2011; Giorgi et al.,, 2012) e concordam com relatos que demonstraram
diminuicdo na proporcdo de células Treg circulantes e aumento nas células Th17
(Sasaki et al., 2007; Prins et al., 2009; Santner-Nanan et al., 2009; Darmochwal-
Kolarz et al., 2012; Toldi et al., 2012; Hafeez et al., 2014).

Os linfécitos T séo células que expressam o co-receptor CD4 na sua

superficie celular e populagbes distintas com mudltiplas funcdes e varias vias de
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diferenciacdo foram identificadas nessas células. Dependendo das mudancas em
diferentes microambientes induzidas por citocinas tais como IFN-y, IL-4, IL-10 ou
TGF-B, os linfocitos T CD4* podem diferenciar-se nas subpopulagbes Thl, Th2,
Th17 e Treg desempenhando fun¢des inflamatodria, reguladora ou supressora. Nessa
diferenciacdo em subpopulagbes de linfécitos, os fatores de transcricdo
intracitoplasmaticos, especificos para cada linhagem, desempenham um papel
chave (Zhu et al., 2010). Os mais importantes dentre eles sdo T-bet, que induz a
producdo de IFN-y e diferenciagdo de células Thl (Szabo et al., 2000), GATA-3, o
fator regulador de Th2 e o primeiro regulador principal a ser identificado (Zhang et
al., 1997; Zheng & Flavell,1997), RORc, fator regulador especifico de células Th17
(Zhu et al., 2010) e o FoxP3, fator regulador transcricional para células Treg
(Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003). Esses fatores sédo ativados quando uma
citocina se liga ao receptor especifico. Além desses fatores, outras proteinas de
ligacdo ao DNA e alteracdes epigenéticas sao ativadas, permitindo que ocorra a
transcricdo adequada da informacdo genética (Swist & Pajtasz-Piasecka, 2011).
Desta forma, confirma-se a importancia de se avaliar as subpopulacées de células
CD4* atraves de seus respectivos fatores de transcricao.

Trabalhos da literatura que tratam da avaliacdo das subpopulacdes de células
T na PE, analisaram os fatores de transcricao especificos dessas células por meio
da expressdo génica (Jianjun et al., 2010; Cao et al., 2015), ou pela expressao
proteica desses fatores como visto por Santner-Nanan et al., (2009), Darmochwal-
Kolarz et al.,, (2012) e Toldi et al., (2012). No presente estudo, avaliou-se a
expressdo g@génica e proteica dos fatores de transcricdo especificos de
Th1/Th2/Th17/Treg em células de sangue periférico de gestantes portadoras de PE,
empregando técnicas de RT-gPCR e citometria de fluxo, respectivamente e também
a producao de citocinas produzidas por essas subpopulacdes de células T CD4+ no
plasma das gestantes com PE. O aumento de perfis inflamatérios Th1/Thl7 e
diminuicdo de perfis anti-inflamatorios Th2/Treg nas gestantes portadoras de PE
mostram desbalanco entre as subpopulagdes CD4*, evidenciado pelo aumento da
expressao génica e proteica dos fatores de transcricdo intracitoplasmaticos T-bet e
RORCc e pela menor expresséo génica e proteica de GATA-3 e FoxP3 nas gestantes
pré-eclampticas. Trabalho recente realizado por Gharesi-Fard et al. (2016) avaliou a
expressdo génica desses fatores de transcricdo na decidua e vilos coribnicos de

placentas de gestantes portadoras de PE e de gestantes normais por RT-PCR. Os
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autores detectaram diminuicdo na expressao de FoxP3 e GATA-3 e aumento de T-
bet na decidua, enquanto nas amostras coribnicas a expressao de FoxP3 estava
diminuida e a de RORc aumentada. A semelhanca dos nossos resultados com os
desses autores sugere que o desbalanco dessas subpopulacbes na placenta
também é observado nas células circulantes das gestantes portadoras de PE.

As células Thl7 foram descritas na gestacdo bem sucedida e nas
complicacBes como o aborto espontaneo recorrente e PE (Saifi et al., 2014; Fu et al.,
2014). Um estudo com as células Th1l7 envolvidas na patogénese da PE detectou
aumento da percentagem de células Th1l7 no sangue periférico das pacientes com
PE grave em comparagdo com as gestantes saudaveis, sugerindo que a hiper-
regulacdo da imunidade Th17 pode contribuir para desenvolvimento de casos graves
de PE (Darmochwal-Kolarz et al., 2012). Por outro lado, as células Treg séo
consideradas como tendo um papel crucial na implantacdo dos embrides e na
manutengao da tolerancia imune materna ao feto (Alijotas-Reig et al., 2014). Zhang
et al. (2016) demonstraram que a percentagem de células Treg definidas como
CD4*CD25*CD127'¥ foi significativamente menor em pacientes com PE grave em
comparacao com as mulheres gravidas saudaveis. Assim, essa reducgéo das células
Treg pode interromper a tolerdncia imunolégica materna, contribuindo para a
ocorréncia de PE.

Quando as gestantes portadoras de PE foram classificadas de acordo com a
idade gestacional de aparecimento das manifestacfes clinicas da PE verificou-se
que gestantes com PE precoce apresentaram maior percentagem de células T CD4*
expressando o fator de transcricdo RORc e diminuicao significativa da percentagem
de células Treg que expressam FoxP3 em relacdo a PE tardia, confirmando assim, a
gravidade da doenca antes da 34% semana de gestacdo, que leva a perda da
capacidade de imunorregulacéo para tolerar a gravidez. Esse desequilibrio pode ser
responsavel pela ativacdo da resposta inflamatéria exacerbada que esta presente na
PE, caracterizada pela ativacdo das células da imunidade inata e maior producdo de
citocinas inflamatodrias, resultando na intensificacdo da inflamagdo e levando a
ativacdo das células da imunidade adaptativa. Nao se observaram diferencas entre
0S grupos de gestantes pré-eclampticas com relacédo a expressao génica de T-bet,
FoxP3 e RORc, embora a expressédo de GATA-3 fosse menor nas gestantes com PE
precoce. Esses resultados sugerem que a avaliacdo da percentagem dessas

subpopulacdes, empregando citometria de fluxo e a determinacdo do perfil de
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citocinas por ELISA foram as técnicas mais sensiveis e adequadas para discriminar
gestantes portadoras de PE precoce e tardia, com relagdo ao envolvimento da
imunidade adaptativa na patogénese da PE.

As células Th desempenham um papel essencial no sistema imune, sendo as
subpopulac¢des Thl, Th2, Thl7 e Treg envolvidas na patogénese e progressao da
PE, com predominancia da producdo de citocinas de perfil Thl e Thl7 (Saito &
Sakai, 2003; Darmochwal-Kolarz et al., 2012). Nosso estudo, avaliando as citocinas
especificas de cada perfil de células Th, confirma que na PE ocorre polarizacéao
dessas células para perfil inflamatoério. Assim, foi observada producdo enddgena
elevada das citocinas inflamatérias IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-17 e menor producédo de
citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B1, detectadas no plasma de gestantes
portadoras de PE. Os niveis aumentados de IFN-y produzidos pelas gestantes pré-
eclampticas corroboram com os resultados de outros autores que detectaram
aumento significativo dessa citocina em plasma de gestantes com PE quando
comparadas com gestantes normotensas (Okzan et al., 2014; Barnie et al., 2015).

Os niveis plasmaticos de TNF-a foram significativamente aumentados na PE
precoce em relacdo a PE tardia e concordam com resultados prévios obtidos em
nosso laboratorio (Peracoli et al., 2013). A maior producao enddégena de TNF-a em
gestantes com PE esta de acordo com a literatura (Beckmann et al., 2004; Peracoli
et al., 2007; 2011) e sugere que os efeitos deletérios das altas concentracdes
circulantes do TNF-a podem estar associados as manifestagcbes mais graves da PE
e ao estresse oxidativo presente nessa patologia. Nota-se entdo, que no sangue de
gestantes portadoras dessa sindrome ocorre uma exacerbada atividade citotdxica
acompanhada por um aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatorias como TNF-
a e IL-6 (Tarnowska-Madra et al., 2010), além de IFN-y e IL-17 (Darmochwal-Kolarz
et al., 2012; Okzan et al., 2014).

Células T naive estimuladas com TGF-B e IL-6 desenvolvem uma resposta
Th1l7, com expressao de IL-17 e IL-22 e s&o responsaveis pela autoimunidade e a
perda da gestacao (Saito et al., 2010; Figueiredo & Schumacher, 2016). De acordo
com nossos achados, ficou evidente que as gestantes com PE precoce apresentam
maior percentagem de células Thl7 no sangue periférico e também niveis
significativamente maiores de IL-17 em comparacdo as gestantes NT de mesma
idade gestacional e mulheres com PE tardia. Esses resultados concordam com

estudos recentes, demonstrando aumento dos niveis circulantes de IL-17 nas
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gestantes portadoras de PE quando comparados com gestantes saudaveis e
mulheres ndo gravidas (Molvarec et al., 2015) e com outros autores que detectaram
concentracdo plasmatica mais elevada de IL-17 em gestantes com PE grave (Zhang
et al., 2016). Considerando que gestantes com PE precoce apresentam
manifestacdes clinicas mais graves do que as gestantes com PE tardia, levando a
resposta inflamatdria sistémica excessiva, caracteristica da PE, os altos niveis de IL-
17 produzidos pelas células Th1l7 podem cooperar com outros mediadores imunes
para agravar ainda mais a inflamacdo dos vasos sanguineos da placenta,
contribuindo assim para o desenvolvimento da PE (Darmochwal-Kolarz et al., 2012).

No presente estudo, 0s niveis mais elevados de IL-6 nas gestantes
portadoras de PE precoce em comparacdo com o0s grupos de PE tardia e
normotensas, reforcam dados da literatura que evidenciaram a polarizacdo para o
perfil inflamatério Th17, através do eixo IL-6 e TGF-B (Xu et al., 2014). Esse desvio
para Th17 ficou ainda mais evidente nas gestantes portadoras de PE precoce, onde
o estado inflamatorio € mais intenso do que nas gestantes com PE tardia (Peracoli et
al., 2013). A diminuicdo do perfil anti-inflamatério Th2/Treg nas gestantes pré-
eclampticas poderia ser explicada pelo ambiente de citocinas inflamatérias
predominante nessas gestantes. Uma vez que a IL-1B e a IL-6 podem induzir o
desenvolvimento de Th17 a partir da célula ancestral comum de Th17 e Tregs (Afzal
et al.,, 2010; Weaver & Hatton, 2009) pode-se supor que suas concentracbes mais
altas na PE possam direcionar a diferenciacdo de Tregs para células Thl7
(Rahimzadeh et al., 2016).

Os niveis diminuidos de TGF-B1 nas gestantes com PE e aumentados nas
normotensas corroboram com a literatura (Clausen et al., 2002). A polarizacao de
células T CD4* para Treg requer ambiente contendo TGF-B1 (Figueiredo &
Schumacher, 2016). Portanto, o perfil Treg pode estar diminuido na PE devido a
altas concentracbes de IL-6, produzidas por células da imunidade inata nas
gestantes portadoras de PE (Luppi & Deloia, 2006). Como a secrecdo de IL-6
suprime as propriedades imunorreguladoras protetoras de CD4*CD25* células Treg
(Pasare & Medzhitov, 2003) é possivel que o aumento dos niveis de IL-6 possa
regular a expansao de células Treg nesta sindrome (Rahimzadeh et al., 2016).
Embora os niveis de TGF-f1 estivessem diminuidos nas gestantes portadoras de
PE em comparacgdo as normotensas, estes foram mais elevados nas gestantes com

PE precoce do que na PE tardia, sugerindo que a associacdo entre niveis mais
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elevados de IL-6 em associacdo com TGF-B1 poderiam polarizar as células para
perfil Th17, com maior producgéo de IL-17 no grupo PE precoce.

A concentracdo de IL-4 no plasma das gestantes pré-eclampticas néo
apresentou diferenca significativa quando comparada com a de gestantes NT,
corroborando os resultados de outros autores (Tarnowska-Madra et al.,, 2010;
Cemgil Arikan et al., 2012). Também n&o encontramos diferencas entre 0s grupos
com relacdo a concentracdo plasmatica de IL-22. Embora Zhang et al. (2016)
tenham relatado aumento significativo nos niveis da IL-22 no plasma de gestantes
com PE grave quando comparados com o grupo controle, consideramos que o papel
da IL-22 na PE precisa ser melhor estudado.

Os niveis plasmaticos de IL-10 e a percentagem de células Treg foram
significativamente menores nas gestantes portadoras de PE precoce em
comparacdo aos grupos de PE tardia e de normotensas, sugerindo que tanto o
namero quanto a funcdo dessa subpopulacdo estdo comprometidas na PE precoce,
considerada a forma mais grave de PE. A maior concentracdo enddgena de IL-10,
encontrada em gestantes NT em relacdo as portadoras de PE, observadas no
presente estudo, estdo de acordo com os achados da literatura (Azizieh et al., 2005;
Boreckci et al., 2007; Cristofalo et al., 2013), que demonstraram baixa expressao
proteica enddégena de IL-10 em células mononucleares de gestantes com PE
comparadas com gestantes normotensas. Assim, a maior producdo de IL-10 nas
gestantes normotensas pode ser explicada pela predominancia de um perfil Th2
anti-inflamatoério nessas mulheres, que se desenvolve durante a gestacdo, com
predominio de IL-10 sobre TNF-a, para minimizar os efeitos deletérios de uma
resposta inflamatdria excessiva.

Em conjunto os resultados do presente estudo demonstram que o balanco
entre células Treg e Thl7 é deficiente na PE, ocorrendo o desequilibrio entre perfil
inflamat6rio e anti-inflamatério de subpopulacdes de células T CD4*, com
polarizagéo para os perfis Thl e Thl7. O desvio para o perfil Th17 foi mais evidente
nas gestantes com PE precoce, demonstrado por maior percentagem de células
RORCc e producéo elevada de IL-17, associada a niveis significativamente menores
de IL-10 e menor percentagem de células Treg. Esse balanco é importante para
manter a homeostase e orquestrar a resposta imune durante a gestagdo. O

desequilibrio também foi comprovado por niveis enddégenos elevados de IFN-y, IL-6,

50



IL-17 e TNF-a, associados com diminuigdo de IL-10 e TGF-B1 presentes na

circulacao de gestantes portadoras de PE.

6. CONCLUSAO

Assim, esses resultados demonstram que a inflamacao sistémica € uma
caracteristica fundamental na PE. Considerando que a adaptagcdo materna a
gestacao requer uma interacao rigidamente controlada entre as imunidades inata e
adaptativa, para permitir o crescimento e desenvolvimento normais do semi enxerto
fetal, o emprego de agentes moduladores, capazes de controlar essa interacdo no
sentido de se obter sucesso da gestacdo poderia contribuir para a melhor

compreensao do envolvimento da imunidade adaptativa na fisiopatologia da PE.
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cell 17; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; Treg: regulatory T cell.

68



Summary

Preeclampsia (PE) is an obstetric pathology characterized by abnormal activation of the innate
and adaptive immune system dependent on the imbalance of T helper subsets. The present
study aimed to evaluate the gene and protein expression of Th1/Th2/Th17/Treg T-cell
transcription factors in peripheral blood lymphocytes from pregnant women with PE
employing RT-gPCR and flow cytometry techniques, as well as the cytokine profile produced
by these CD4" T cell subsets in the plasma of pregnant women with PE, classified in early-
onset PE (n=20), late-onset PE (n=20) and normotensive pregnant women (n=20). Results
showed higher percentage of CD4" T cells expressing the RORc transcription factor (Th17)
and lower percentage of cells expressing FoxP3 (Treg) in women with early-onset PE
compared to late-onset PE and normotensive groups. A lower gene expression of GATA-3
transcription factor was detected in cells of early-onset PE compared with late-onset PE
group. Endogenous plasma levels of IL-6, IL-17 and TNF-a. were significantly higher in
early-onset PE group than in late-onset PE and normotensive groups, whereas IL-4 (Th2
profile) and IL-22 (Th17 profile), was not significant different between the studied groups.
The endogenous levels of TGF-f and IL-10 were significantly lower in the preeclamptic than
in normotensive groups of the same gestational age, with a significant difference between
early and late-onset PE. The results show that in preeclamptic women there is an imbalance
between inflammatory and anti-inflammatory profiles in CD4" T cells subsets, with
polarization to Th17 profiles in the early-onset PE, considered as the severe form of

preeclampsia.
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Introduction

Preeclampsia (PE) is a specific syndrome of human pregnancy that affects 2-10% of
women! and is responsible for a high proportion of maternal and fetal morbidity and
mortality, especially in low and middle income countries.?® The clinical diagnosis is based on
the development of hypertension (BP > 140 x 90 mmHg) and proteinuria (> 300 mg / 24h)
that occurs from the 20" week of pregnancy.* Other maternal dysfunctions are also related to
PE, such as renal insufficiency, liver involvement, neurological or hematological
complications, utero-placental dysfunction or fetal growth restriction.>®

Clinically, PE is classified as mild or severe, according to patients signs and
symptoms! and also in early and late-onset PE, depending on whether clinical manifestations
occur before or after 34 weeks of gestation, respectively.”® According to Huppertz,® early and
late-onset PE are two entities that differ in etiology and on disease manifestation. Early-onset
PE is associated with placental dysfunction, abnormal uterine and umbilical artery Doppler
evaluation, fetuses with growth restriction, intrauterine fetal or maternal complications®*° and
a higher recurrence rate.!! On the other hand, late-onset PE is often associated with a normal
or slightly increased uterine resistance index, low rate of fetal compromise and more
favorable perinatal outcomes.?*?

In PE excessive activation of peripheral blood leukocytes is associated with
exaggerated innate and adaptive immune responses that may interfere with normal pregnancy
progression.t® This immunological disturbance seems to result from an exacerbated activation
of the maternal inflammatory response characterized by overproduction of pro-inflammatory
cytokines such as interferon gamma (IFN-y), interleukin-1 beta (IL-1B), IL-6 and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a)!4¢ and lower concentrations of the regulatory cytokine IL-10

in the circulation or produced endogenously by monocytes from peripheral blood."8
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During the early stages of gestation, a balance is observed in the adaptive immunity
cells that comprise CD4* T cells, the major population involved in cell-mediated immune
response. These cells are activated by antigen-presenting cells and proceed to clonal
expansion and cytokine secretion.'® The cytokine profile secreted at this stage will determine
the cell differentiation into any of the several subsets of Th cells and so define the type of
immune response generated.?’ Depending on the changes in different cytokine-induced
microenvironments CD4" T lymphocytes can differentiate into the Thl, Th2, Thl7 or Treg
subsets performing inflammatory, regulatory or suppressor functions. The generation of Thl
cells occurs in the presence of the cytokines IFN-y, IL-12 and IL-18 which are potent
inflammatory mediators for adaptive immune response activation.?> These cells are
characterized by the transcription factor T-bet (T box transcription factor) and expression of
IFN-y and 1L-2.22 The presence of IL-4 together with the transcription factor GATA-3 are
responsible for differentiating Th2 cells that express a unique set of cytokines, including, IL-
4, IL-5 and 1L-13.22 Th17 cells are also a lineage of CD4* T cells which are differentiated in
the presence of IL-6 and TGF-B. Furthermore, these cells are characterized by expressing the
transcription factor RORc (retinoic acid-related orphan receptor C) and the cytokine IL-17
production.?® This subsets plays a critical role on the induction of inflammation and in the
pathogenesis of autoimmune diseases and tissue rejection.?22* On the other hand, Treg cells,
essential for maintaining pregnancy and regulating inflammation, are differentiated in the
predominant environment of TGF-B23 together with the transcription factor FoxP3 (Forkhead
box P3), the master gene for the differentiation to Treg cells.?>2® These immune cells express
specific anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and TGF-3, which dampen an excessive
effector immune response.2"2® These factors are activated when a cytokine binds to the
specific receptor. In addition to these factors, other DNA binding proteins and epigenetic

changes are activated, allowing adequate transcription of genetic information to occur.?® Thus,
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determination of CD4" T subsets through their respective transcription factors is important to
understand the role of these T cell subsets in several patologies.

The literature shows that Th subsets, such as Thl, Th2, Th17, and Treg, participated in
the pathogenesis and progression of PE, with a predominance of the production of Thl and
Th17 cytokines.®®3! According to Figueiredo & Schumacher,?® Th17 and Treg cells form
complex and dynamic networks to maintain homeostasis. These cells interact with other cell
types to modulate the desired immune response during pregnancy. However, in PE, this
complex doesn’t occur properly, since there is an imbalance between the inflammatory and
anti-inflammatory profile of CD4" T subsets.

Darmochwal-Kolarz et al. and Santner-Nanan et al.>'*? reported a decrease in
regulatory T cells and an increase in Th17 profile cells in the peripheral blood of women with
PE compared to normal pregnant women, suggesting that this imbalance is responsible for the
activation of the inflammatory response in this pathology.

The activation of innate immunity cells detected in PE results in the production of
inflammatory cytokines that activate cells of adaptive immunity, leading to increased
inflammation. The aim of this study is to evaluate whether the subsets of CD4" T cells (Th1,
Th2, Thl7 and Treg) and the cytokine profile produced by these cells may differentiate
between early and late-onset PE. This knowledge may contribute to a better understanding of
the involvement of adaptive immunity in the pathophysiology of this important gestational

pathology.

Materials and Methods
Subjects
The study consisted of 60 primiparous women without previous history of

hypertension or obstetric and medical complications, admitted to the Obstetric Unit of
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Botucatu Medical School, Sao Paulo State University, Botucatu, SP, Brazil between
September 2015 and September 2016. Forty women were diagnosed with preeclampsia (PE),
defined as a persistent elevated blood pressure value of 140 x 90 mmHg and proteinuria (>
300 mg in urine collected during 24 hours) after the 20" weeks of gestation.* Preeclamptic
women were classified according to the onset of clinical manifestations of the disease at
moment of diagnosis in early-onset (< 34 weeks of gestation, n=20) and late-onset (> 34
weeks of gestation, n=20) preeclampsia, according to the criteria suggested by Huppertz et
al.® A group of 20 normotensive primiparous women with an uncomplicated pregnancy and
that remained normotensive (NT) and non-proteinuric until the end of gestation were recruited
as controls and matched for gestational age at time of sampling with the preeclamptic group.
Gestational age was calculated from the last menstrual period and confirmed by early (<12
weeks gestation) ultrasound examination. Proteinuria in 24-hour urine was measured by a
colorimetric method, the Technicon RAXT automation system, in the Clinical Laboratory,
Botucatu Medical School, Botucatu, SP, Brazil. Exclusion criteria included multiple
gestation, prior preeclampsia, illicit drug use, and preexisting medical conditions such as
diabetes, cancer, chronic hypertension, acute infections disease, cardiovascular, autoimmune,
renal and hepatic diseases. The study was approved by the Research Ethics Committee of the
Botucatu Medical School (CAAE Protocol number: 43467315.3.0000.5411), and written
informed consent was obtained from all women involved in the study. For pregnant women
with age bellow 18 years old the written informed consent was obtained from their parents or

guardians.

Blood sampling
The whole blood for evaluation of T cell subsets and determination of cytokines from

pregnant women with PE was collected at the time of disease diagnosis, and from NT
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pregnant women at the time they were matched for gestational age with preeclamptic women,
Ten milliliters of blood samples was collected by venipuncture from the antecubital vein and
were put into a sterile plastic tube containing 10 U/mL EDTA (Becton Dickinson-BD
Vacutainer, Franklin Lakes NJ, USA). After centrifugation for 10 min at 3000 g, the obtained
plasma was removed and aliquots were stored at -80°C until the time of cytokine

determination.

Isolation of peripheral blood mononuclear cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient
centrifugation on Ficoll-Paque Premium [density (d) = 1.077] (GE Healthcare Bio-Sciences,
Uppsala, Sweden) as described previously.®® The obtained mononuclear cell rich ring was
washed twice with RPMI 1640 / HEPES tissue culture medium (LGC Biotechnology, Sao
Paulo, SP, Brazil) with centrifugation in between washes at 300 g for 10 min. After this
procedure, the cells were resuspended in RPMI 1640 / HEPES culture medium (LGC
Biotechnology) supplemented with 10% inactivated fetal bovine serum (complete RPMI). For
identification of the mononuclear cells, 50 pL of the mononuclear cell suspension were
incubated for 10 min at 37°C with 450 puL of 0.02% neutral red solution. The cell
concentration was adjusted to 1x10° viable cells/mL, and the cells were distributed (1
mL/well) in 24-well flat-bottomed plates (Falcon, Corning Incorporated-Life Sciences,
Durham, NC, USA) and incubated at 37°C, at 5% CO2 atmosphere per 90 minutes. Non-
adherent cells were obtained by washing the plate wells with RPMI 1640 / HEPES culture
medium (LGC Biotechnology). Cell viability as determined by 0.2% Trypan blue dye
exclusion was >95% in all experiments. The cell concentration was adjusted to 2x10° viable

cells/mL for T cell subsets characterization by flow cytometry.
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Analysis of the expression of transcription factors in T lymphocytes by flow cytometry
Expression of intracytoplasmic transcription factors for Thl (T-bet), Th2 (GATA-3),
Th17 (RORc) and Treg (FoxP3) cells was evaluated soon after blood collection (endogenous
expression). The cell concentration was adjusted to 2x10° cells / mL and cells distributed in
Falcon cytometer tubes (BD Biosciences). The cells were incubated with BD Biosciences
antibodies, with respective fluorochromes: anti-CD3 (PE-Cy7), anti-CD4 (APC), anti-CD25
(APC-H7) and anti-CD127 (BB515) for 30 min at dark. After centrifugation the cells were
washed with wash buffer (BD Biosciences) and centrifuged again at 400 g for 5 min. Then,
the cells were fixed and permeabilized using perm buffer (BD Biosciences) for incubation
with specific antibodies (BD Biosciences) labeled with specific fluorochromes for the
intracellular proteins T-bet (PerCP-Cy5.5), GATA-3 (PE), RORc (PE) and FoxP3 (PE) for 30
min in the dark and at room temperature. For the delineation of the gates, control tubes were

incubated with specific isotype antibodies for each fluorochrome (PE-Cy7, APC, APC-H7,

BB515, PerCP-Cy5.5 and PE) in each test performed. The gating strategy to analyse Thil,

Th2, Th17 and Treg subsets was performed included singlets >debris >lymphocytes-CD3

>T helper lymphocytes-CD4. Additionally, for Treg analysis was performed inside

CD25*/CD127"" gate. In the case of the measurements, 30.000 events for each sample were
requiredon a FACSCanto™ " flow cytometer (BD Biosciences) with FACSDIVA software
(BD Biosciences). The results were analyzed in the software FlowJo, version vX.10.6

(FlowJo, LLC).
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Evaluation of the expression of transcripts related to transcription factors of CD4™ T cell
subsets by quantitative real-time PCR

The non-adherent PBMCs were evaluated for the expression of the genes encoding T-
bet, GATA-3, RORc and FoxP3 proteins at the transcriptional level. Total RNA was extracted
from 2 x 10° viable cells using the Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp.,
Thorold, Canada) according to the manufacturer's protocol, and the Reverse Transcription-
coupled polymerase chain reaction (RT-qPCR) was performed as described previously.
Briefly, isolated RNA was DNAse | Amp Grade (Invitrogen) treated. Subsequently, the
synthesis of complementary DNA (cDNA) was conducted using ImProm-II™ Reverse
Transcription System, according to manufacturer's protocol. The RT-gPCR was made using
RT GoTag-qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) and the primer sequences used
in this study are listed in Table 1. Each reaction was set in duplicate and the conditions for the
RT-gPCR were as follows: initial denaturation at 96°C for 2 min and then 40 cycles at 95°C
for 15s and 60°C for 60s, followed by a melting curve. Expression values of the analyzed
transcripts were normalized to that of the enzyme-encoding glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene (GAPDH). The calculation of the differential expression of selected
genes was carried out by the data processing method compared with a standard curve.®* To
analyze relative gene expression, we standardized the RNA expression levels in all samples to

that of a single RNA sample, which was set to a value of 100.
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Table 1. Primers for transcription factors and GAPDH

Gene Sequence (5’-3’) GeneBank

Forward primer: (614) CAGGAAGGACAGCACCCTTT (633) Reverse

FoxP3 primer: (726) GGAAGTCCTCTGGCTCTTCG (707) NM_014009
) Forward primer: (174) CTCTTCGCTACCCAGGTGAC (193) Reverse
GATA3 primer: (269) ACGACTCTGCAATTCTGCGA (250) NM_001002295.1
Forward primer: (363) CATGTCCCGAGATGCTGTCA (382) Reverse
RORe primer: (473) GGTTCCTGTTGCTGCTGTTG (454) NM_005060.3
T-bet Forward primer: (906) GGATGCGCCAGGAAGTTTCA (925) NM 013351
— Reverse primer: (993) TGGAGCACAATCATCTGGGT (974) -
GAPDH Forward primer: (684)CGTGGAAGGACTCATGACCA(703) Reverse NM_002046.4

primer:(801)GGCAGGGATGATGTTCTGGA(782)

Detection of cytokines related to Thl, Th2, Th17 and Treg subsets by ELISA

Cytokine concentrations in plasma were determined by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) using Quantikine ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) for IFN-y
and TNF-a (Thl), IL-4 (Th2), IL-22 and IL-6 (Th17) and IL-10 and TGF-B1 (Treg). Assay
sensitivity limits for IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, IL-22, TGF-B1 and TNF-a were 15.6 pg/mL,
10 pg/mL, 0.70 pg/mL, 3.9 pg/mL, 0.7 pg/mL, 1.7 pg/mL and 0.5 pg/mL, respectively. A high
sensitivity commercial kit obtained from (Affymetrix eBioscience, San Diego, CA, USA) was

employed for IL-17 cytokine (Th17) determination with sensitivity limit of 0.01 pg/mL.

Statistical analysis

The results were evaluated using parametric or non-parametric methods, according to
the PRISM statistical program (Graph Prism for Windows, version 6.01, GraphPad, CA,
USA). The clinical characteristics of pregnant women were analyzed by Kruskal-Wallis test,
followed by multiple comparisons by Dunn's test. Analysis of the subsets of CD4™ T cells and
cytokines was evaluated by analysis of variance (ANOVA), followed by multiple
comparisons by the Tukey's test. The significance level adopted for all the tests was 5%

(p<0.05).
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Results
Clinical characteristics

There were no differences with respect to maternal age and gestational age between
preeclamptic and normotensive pregnant women correspondent groups (Table 2). Systolic and
diastolic blood pressures were significantly higher in both preeclamptic groups as compared
to the normotensive ones. Proteinuria levels were higher in early-onset PE group than in late-
onset and normotensive groups. In preeclamptic women with late-onset PE these values were

significantly higher than in normotensive women with the same gestational age.
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Table 2.Characteristics of preeclamptic pregnant women and normotensive

Groups
Preeclampsia Normotensive
Parameters < 34weeks > 34weeks < 34weeks > 34weeks
n=20 n=20 n=10 n=10
28 24 25 26
Age (years) (14 - 40) (16 - 43) (18 - 38) (19 - 37)
; 29 37 30 37
Gestational age (weeks) (26 33) (34— 40) (26 33) (34— 40)
Systolic blood pressure 160" 155" 105 (9519(1)10)
(mmHg) (140 — 200) (140 — 180) (95 — 110)
Diastolic blood pressure 110" 100 65 (606_070)
(mmHg) (90 — 140) (90 — 120) (60 —70)
Proteinuria 3105% 535*
(mg/24 h) (300-26.052) (300 10.800) <300 <300

Results are expressed as the median (range)
* (p<0,01) vs NT <34s; NT > 34s; # (p<0,01) vs NT <34s; NT > 34s; PE tardia; + (p< 0,05)

vs NT > 34s (Kruskal-Wallis test).

Expression of transcription factors in CD4* T cell subsubsets

The results show the analysis of CD4" T cell subsets of inflammatory and anti-
inflammatory profiles in the groups of preeclamptic and normotensive pregnant women.
Evaluation of the inflammatory profiles showed that, the percentage of cells expressing the T-
bet transcription factor, corresponding to the Thl profile was significantly higher in the PE
group than in normotensive group (Fig. 1A). Similar results were observed in relation to Th17
profile represented by significant increase in the percentage of cells expressing RORc (Fig.
1B) in preeclamptic women than in control group. In the anti-inflammatory profiles Th2 and
Treg, the percentages of lymphocytes expressing GATA-3 (Fig. 1C) or FoxP3 (Fig. 1D)
respectively were significantly lower in the group of women with PE as compared to the

normotensive group.

79



0.15+ A 8-

0.104

% of T-bet (Th1)
% of RORc (Th17)
s

ot

o

o
1

0.00- 0-
PE NT

% of GATA-3 (Th2)
n
o
1
= n
o o

% of FoxP3 (Treg)
-
o

o
1

o
T

Figure 1. Expression of transcription factors in CD4* T cells subsets. Percentage of
lymphocytes expressing intracellular transcription factors of inflammatory and anti-
inflammatory profiles in pregnant women with preeclampsia (PE) and normotensive pregnant
women (NT) by flow cytometry. (A)% T-bet. (B)% RORc. (C)% GATA-3. (D)% FoxP3.

Results expressed as mean = SD. * (p <0,05) vs. NT (Student t test).

Th17 profile was increased in the early-onset PE

Thl and Th17 inflammatory profile was analyzed according to the stratification of
pregnant women in early-onset PE (< 34 weeks of gestation) and late-onset PE (> 34 weeks of
gestation). The percentage of cells expressing T-bet (Fig. 2A) was significantly higher in
women with early-onset PE than in normotensive pregnant women with the same gestational
age (<34w). Similar results were observed in late-onset PE in relation to the normotensive

group with equivalent gestational age (> 34w). The population of CD3*CD4*RORc*Th17
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cells (Fig. 2A) was also significantly higher in early and late-onset PE groups compared to the
correspondent normotensive groups with the same gestational age. A significant increase in
the percentage of Thl7 cells expressing RORc was detected in the early-onset PE group than

in the late-onset PE group.

Th2 and Treg profile was decreased in the early-onset PE

Figure 2C showed that the percentage of lymphocytes expressing GATA-3 were
significantly lower in early-onset PE when compared to the normotensive pregnant women
with equivalent gestational age. A similar result was observed in the late-onset PE group in
relation to the normotensive group with the same gestational age. The population of
CD3*CD4*CD25*CD127"°% FoxP3*Treg cells (Fig. 2D) was significantly lower in both early-
onset and late-onset PE compared to the corresponding normotensive groups. Comparison
between preeclamptic showed a significant decrease in the percentage of Treg cells

expressing FoxP3 in the early-onset PE compared to the late-onset PE group (Fig. 2D).
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Figure 2. Expression of transcription factors in CD4* T cells subsets. Percentage of
lymphocytes expressing intracellular transcription factors of inflammatory and anti-
inflammatory profiles in pregnant women with early-onset preeclampsia (PE <34 weeks of
gestation), late-onset preeclampsia (PE >34 weeks of gestation) and normotensive pregnant
women (NT) with corresponding gestacional age by flow cytometry. (A)% T-bet. (B)%
RORc. (C)% GATA-3. (D)% FoxP3. Results expressed as mean £ SD. * (p <0,05) vs. NT

<34s; @ (p <0,05) vs. NT > 34s; + (p <0,05) vs. PE > 34s (ANOVA).

Expression of genes related to transcription factors of CD4* T cell subsets

No significant differences were detected in the gene expression of T-bet in pregnant
women with early and late-onset PE compared to normotensive pregnant women with
equivalent gestational age (Fig. 3A). However, higher mRNA levels of RORc were observed
in the early-onset and late-onset PE groups than in the normotensive ones with corresponding
gestational age. A significant decrease in gene expression of GATA-3 (Fig. 3C) and FoxP3
(Fig. 3D) was detected in lymphocytes from early-onset PE as well as late-onset PE groups
compared to the normotensive groups with the same gestational age. The levels of GATA-3
mMRNA were significantly lower in early-onset PE than in late-onset PE. Comparison between
normotensive groups showed significant differences between normotensive group with

gestational age <34 weeks and with gestational age >34 weeks (Fig. 3C).
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Figure 3. Transcription factors mRNA of pro-inflammatory and anti-inflammatory
profiles. Gene expression of T-bet (A), RORc (B), GATA-3 (C) and FoxP3 (D) in PBMCs
obtained from pregnant women with early-onset preeclampsia (PE <34 weeks of gestation),
late-onset preeclampsia (PE >34 weeks of gestation) and normotensive pregnant women (NT)
with corresponding gestational age by RT-gPCR. Results expressed as mean = SD. * (p
<0,05) vs. NT <34s; @ (p <0,05) vs. NT > 34s; + (p <0,05) vs. PE > 34s; # (p <0,05) vs. NT >

34s (ANOVA).

Cytokines determination

The plasmatic concentrations of IFN-y (Fig. 4A), TNF-a (Fig. 4B) IL-6 (Fig. 4C) and IL-17
(Fig. 4D) were significantly higher in preeclamptic women than in the normotensive groups
with the corresponding gestational age. When the two groups of early-onset and late-onset PE

were compared TNF-a, IL-6 and IL-17 levels were significantly higher in the early-onset PE
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group. The plasma IL-22 (Fig. 4E) and IL-4 (Fig. 5A) levels showed no significant
differences between normotensive and preeclamptic groups.

Endogenous levels of IL-10 (Fig. 5B) and TGF-1 (Fig. 5C) were significantly lower
in early-onset and late-onset PE groups than in normotensive ones with corresponding
gestational age. Evaluation between preeclamptic groups showed respectively lower IL-10
(Fig. 5B) and higher TGF-B1 (Fig. 5C) concentrations in early-onset PE. There were no

differences between normotensive groups in relation to the all cytokines evaluated.
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Figure 4. Pro-inflammatory cytokine profile. Protein expression of IFN-y (A), TNF-a (B),
IL-6 (C), IL-17 (D) e IL-22 (E) in plasma obtained from pregnant women with early-onset

preeclampsia (PE <34 weeks of gestation), late-onset preeclampsia (PE >34 weeks of
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gestation) and normotensive pregnant women (NT) with corresponding gestational age by
ELISA. Results expressed as mean £ SD. * (p <0,05) vs. NT <34s; @ (p <0,05) vs. NT >

34s; + (p <0,05) vs. PE > 34s (ANOVA).
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Figure 5. Anti-inflammatory cytokine profile. Protein expression of IL-4 (A), IL-10 (B) e
TGF-B1 (C) in plasma obtained from pregnant women with early-onset preeclampsia (PE <34
weeks of gestation), late-onset preeclampsia (PE >34 weeks of gestation) and normotensive
pregnant women (NT) with corresponding gestational age by ELISA. Results expressed as
mean = SD. * (p <0,05) vs. NT <34s; @ (p <0,05) vs. NT > 34s; + (p <0,05) vs. PE > 34s

(ANOVA).

Discussion
The present study characterized the subsets of CD4" T lymphocytes (Thl, Th2, Th17
and Treg) and the cytokine profile produced by these cells in the peripheral blood of pregnant

women with PE. The results demonstrated that lymphocytes are endogenously polarized to
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the Thl and Th17 inflammatory profiles and show a decrease in Th2/Treg anti-inflammatory
profiles. In addition, increased production of the pro-inflammatory cytokines IFN-y, IL-6, IL-
17 and TNF-a as well as decreased levels of anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-p1
were found. These results confirm previous evidence of exacerbated activation of circulating
leukocytes in these patients!**>3 and agree with reports that showed a decrease in the
proportion of circulating Treg cells and an increase in Th17 cells, 31:32:36-39

In PE, T helper cell subsets were evaluated by gene expression of transcription factors
for these cells,?”*° or by the protein expression of these factors.31:3238 |n the present study, the
gene and protein expression of Th1/Th2/Th17/Treg specific transcription factors in peripheral
blood lymphocytes from pregnant women with PE were determined, using RT-gPCR and
flow cytometry techniques, respectively, as well as the cytokine profile produced by these
CD4* T cell subsets in the plasma of pregnant women with PE. Increased Th1/Th1l7
inflammatory profiles and decreased Th2/Treg anti-inflammatory profiles in preecalmptic
women showed imbalance between CD4" T lymphocytes subsets, evidenced by increased
gene and protein expression of T-bet and RORCc intracytoplasmic transcription factors and by
lower gene and protein expression of GATA-3 and FoxP3 in preeclamptic women. Recently,
Gharesi-Fard et al.*! evaluated the gene expression of these transcription factors in decidua
and chorionic villi of placentas from pregnant women with PE and normal pregnant women
by RT-PCR. The authors detected a decrease in expression of FoxP3 and GATA-3 and
increase of T-bet in the decidua, while in the chorionic samples FoxP3 expression was
decreased and RORc increased. The similarity between our results and those of these authors
suggests that the imbalance of these subsets in the placenta is also observed in the circulating
cells of preeclamptic women.

Studies on Th17 cells involved in the pathogenesis of PE detected an increase in the

percentage of these cells in the peripheral blood of patients with severe PE compared with
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healthy pregnant women, suggesting that hyper-regulation of Th17 immunity may contribute
to the development of severe cases of PE.3! On the other hand, Treg cells are considered to
play a crucial role in the implantation of embryos and the maintenance of maternal immune
tolerance to the fetus.*? Zhang et al.** demonstrated that the percentage of Treg cells defined
as CD4*CD25*CD127"°% was significantly lower in patients with severe PE compared to
healthy pregnant women. Thus, this reduction of Treg cells may interrupt maternal
immunological tolerance, contributing to the occurrence of PE.

When pregnant women with PE were classified according to the onset of the clinical
manifestations of PE, we found that pregnant women with early-onset PE showed higher
percentage of CD4" T cells expressing the RORc transcription factor and a significant
decrease in the percentage of Treg cells expressing FoxP3 in relation to the late-onset PE
group, thus confirming the severity of the disease before the 34" week of gestation. This
Treg/Th17 imbalance may be responsible for the activation of the exacerbated inflammatory
response that is more prominent in early-onset than in late-onset PE.®

There were no differences between the groups of preeclamptic women regarding to the
gene expression of T-bet, FoxP3 and RORc, although GATA-3 expression was lower in
pregnant women with early-onset PE. These results suggest that the evaluation of the
percentage of these subsets using flow cytometry and the determination of the cytokine profile
by ELISA were the most sensitive and adequate techniques to discriminate pregnant women
with early-onset than late-onset PE in relation to the involvement of adaptive immunity in the
disease pathogenesis.

Our study evaluating the specific cytokines of each T cell subset profile in plasma of
pregnant women with PE confirms these cells polarization to an inflammatory profile. Thus,

high endogenous production of the inflammatory cytokines IFN-y, TNF-a, IL-6 and IL-17

was observed, as well as lower production of anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-$1
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detected in plasma of pregnant women with PE. The increased levels of IFN-y produced by
preeclamptic women corroborate with the results of other authors who detected significant
increase of this cytokine in plasma of pregnant women with PE compared to normotensive
pregnant women.#4°

Plasma levels of TNF-a were significantly increased in early-onset PE than in late-
onset PE and confirms previous results obtained in our laboratory.'® The higher endogenous
production of TNF-o in pregnant women with PE is in accordance to the literature!>4¢4’ and
suggests that the deleterious effects of high TNF-o circulating concentrations may be
associated with the most severe manifestations of PE and with the oxidative stress present in
this pathology. It is noteworthy that in the blood of pregnant women with PE there is an
exacerbated cytotoxic activity accompanied by an increase in the levels of pro-inflammatory
cytokines such as TNF-o. and 1L-6,%8 in addition to IFN-y and 1L-17.3144

T cells naive stimulated with TGF-f and IL-6 develop a Th17 response, with
expression of IL-17 and IL-22 and are responsible for autoimmunity and gestation loss.?>?
According to our findings, it was evident that pregnant women with early-onset PE,
considered the most severe form of PE, comprised a higher percentage of Th17 cells in the
peripheral blood and also significantly higher levels of IL-17 compared to late-onset PE and
normotensive women of the similar gestational age. These results agree with recent studies
showing an increase in circulating levels of IL-17 in pregnant women with PE when
compared to healthy pregnant women and non-pregnant women*® and higher IL-17
concentration in plasma of pregnant women with severe PE.** Considering that pregnant
women with early-onset PE develop more severe clinical manifestations than pregnant women
with late-onset PE, leading to the excessive systemic inflammatory response characteristic of

PE, the high levels of IL-17 produced by Th17 cells may cooperate with other immune
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mediators to aggravate the inflammation of placental blood vessels, thus contributing to the
development of PE.3!

In the present study, the higher levels of IL-6 in pregnant women with early-onset PE
compared to the late-onset PE and normotensive groups confirmed data from the literature
showing the polarization to the Th17 inflammatory profile through the IL-6 and TGF-B axis.>
This shift to Th17 was more evident in pregnant women with early-onset PE that shows more
intense inflammatory state than in women with late-onset PE.'® The decrease in Th2/Treg
anti-inflammatory profile in preeclamptic women could be explained by the predominant
inflammatory cytokine environment in these pregnant women. Since IL-1B and IL-6 can
induce the development of Th17 from the common ancestral cell of Th17 and Tregs®-®? it can
be assumed that in PE higher concentrations of these cytokines may direct the differentiation
of Tregs to Th17 cells.>

The decreased levels of TGF-B1 in preeclamptic women compared to increased levels
in normotensive pregnant women corroborate with the literature® showing that the
polarization of CD4" T cells to Treg requires environment with high levels of TGF-B.23
Therefore, the Treg profile may be decreased in PE due to the high concentrations of IL-6
produced by cells of innate immunity in pregnant women with PE.}* As IL-6 secretion
suppresses the protective immunoregulatory properties of CD4*CD25'Treg cells® it is
possible that increased levels of IL-6 may regulate Treg cell expansion in this syndrome.®
Although TGF-B1 levels were decreased in pregnant women with PE compared to
normotensive ones, they were higher in early-onset PE than in late-onset PE, suggesting that
the association between higher concentration of IL-6 and TGF-B1 levels could polarize T cells
to Th17 profile, with higher production of IL-17 in the early-onset PE group.

The concentration of IL-4 in the plasma of preeclamptic women did not show

significant difference when compared to the normotensive groups, corroborating the results of
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other authors.*®% Similarly 1L-22 concentrations were not different between the groups
studied. Although Zhang et al.*® have reported a significant increase in plasma IL-22 levels in
pregnant women with severe PE compared with the control group, we consider that the role of
IL-22 in PE needs to be better studied.

Plasma levels of IL-10 and the percentage of Treg cells were significantly lower in
pregnant women with early-onset PE than in the late-onset PE and normotensive groups,
suggesting that both the number and function of this CD4* subset is impaired in early-onset
PE. The highest endogenous concentration of IL-10 detected in plasma of normotensive
pregnant women compared with preeclamptic groups is in accordance to the findings of the
literature.*"5"58 Thus, the higher production of 1L-10 in normotensive pregnant women can be
explained by the predominance of an anti-inflammatory Th2 profile in these women, which
develop during pregnancy, with predominance of 1L-10 over TNF-c, to minimize deleterious
effects of an excessive inflammatory response.

Together, the results of the present study demonstrate that the balance between Treg
and Th17 cells is deficient in PE, with an imbalance between the inflammatory and anti-
inflammatory profiles of CD4" T cells, with polarization to the Thl and Th17 profiles.
Deviation to the Thl7 profile was more evident in pregnant women with early-onset PE,
demonstrated by a higher percentage of RORCc cells and elevated IL-17 production, associated
with significantly lower levels of IL-10 and a lower percentage of Treg cells. According to
Figueiredo & Schumacher,? the balance Treg/Th17 is important to maintain homeostasis and
orchestrate the immune response during gestation. Considering that maternal adaptation to
gestation requires a rigidly controlled interaction between innate and adaptive immunities to
allow normal growth and development of the fetal half-graft,>® the use of agents capable of
modulating this interaction might lead to pregnancy success and contribute to a better

understanding of the involvement of adaptive immunity in the pathophysiology of PE.
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Figure Legends

Figure 1. Expression of transcription factors in CD4* T cells subsets. Percentage of
lymphocytes expressing intracellular transcription factors of inflammatory and anti-
inflammatory profiles in pregnant women with preeclampsia (PE) and normotensive pregnant
women (NT) by flow cytometry. (A)% T-bet. (B)% RORc. (C)% GATA-3. (D)% FoxP3.

Results expressed as mean = SD. * (p <0,05) vs. NT (Student t test).

Figure 2. Expression of transcription factors in CD4* T cells subsets. Percentage of
lymphocytes expressing intracellular transcription factors of inflammatory and anti-
inflammatory profiles in pregnant women with early-onset preeclampsia (PE <34 weeks of
gestation), late-onset preeclampsia (PE >34 weeks of gestation) and normotensive pregnant
women (NT) with corresponding gestacional age by flow cytometry. (A)% T-bet. (B)%
RORc. (C)% GATA-3. (D)% FoxP3. Results expressed as mean + SD. * (p <0,05) vs. NT

<34s; @ (p <0,05) vs. NT > 34s; + (p <0,05) vs. PE > 34s (ANOVA).

Figure 3. Transcription factors mRNA of pro-inflammatory and anti-inflammatory
profiles. Gene expression of T-bet (A), RORc (B), GATA-3 (C) and FoxP3 (D) in PBMCs
obtained from pregnant women with early-onset preeclampsia (PE <34 weeks of gestation),
late-onset preeclampsia (PE >34 weeks of gestation) and normotensive pregnant women (NT)
with corresponding gestational age by RT-gPCR. Results expressed as mean = SD. * (p
<0,05) vs. NT <34s; @ (p <0,05) vs. NT > 34s; + (p <0,05) vs. PE > 34s; # (p <0,05) vs. NT >

34s (ANOVA).

Figure 4. Pro-inflammatory cytokine profile. Protein expression of IFN-y (A), TNF-a (B),
IL-6 (C), IL-17 (D) e IL-22 (E) in plasma obtained from pregnant women with early-onset
preeclampsia (PE <34 weeks of gestation), late-onset preeclampsia (PE >34 weeks of
gestation) and normotensive pregnant women (NT) with corresponding gestational age by
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ELISA. Results expressed as mean £ SD. * (p <0,05) vs. NT <34s; @ (p <0,05) vs. NT >

34s; + (p <0,05) vs. PE > 34s (ANOVA).

Figure 5. Anti-inflammatory cytokine profile. Protein expression of IL-4 (A), IL-10 (B) e
TGF-B1 (C) in plasma obtained from pregnant women with early-onset preeclampsia (PE <34
weeks of gestation), late-onset preeclampsia (PE >34 weeks of gestation) and normotensive
pregnant women (NT) with corresponding gestational age by ELISA. Results expressed as
mean £ SD. * (p <0,05) vs. NT <34s; @ (p <0,05) vs. NT > 34s; + (p <0,05) vs. PE > 34s

(ANOVA).
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8. ANEXOS
8.1 Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
EM PESQUISA

“ASSOCIACAO ENTRE PERFIL DE CITOCINAS E FATORES DE TRANSCRICAO PRODUZIDOS POR
SUBPOPULACOES DE CELULAS T NA PRE-ECLAMPSIA PRECOCE E TARDIA “

Eu, , gestante, atendida no Servico de Obstetricia do

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

Assim, concordo em participar da pesquisa.

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

Botucatu, de de 20 _
Assinatura do voluntario maior de 18 anos Assinatura do responsavel
Assinatura do pesquisador Assinatura da adolescente maior de 11 anos

Pesquisadores:

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

Vanessa Rocha Ribeiro — Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu —
UNESP. Fone: (14)3880-0431
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8.2 Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
EM PESQUISA

“ASSOCIAGAO ENTRE PERFIL DE CITOCINAS E FATORES DE TRANSCRICAO PRODUZIDOS POR
SUBPOPULAGOES DE CELULAS T NA PRE-ECLAMPSIA PRECOCE E TARDIA “

Eu, , gestante, atendida no Servico de

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

Assim, concordo em participar da pesquisa.

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

Botucatu, de de 20 _
Assinatura do voluntario maior de 18 anos Assinatura do responsavel
Assinatura do pesquisador Assinatura da adolescente maior de 11 anos

Pesquisadores:

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

Vanessa Rocha Ribeiro- Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias de Botucatu—
UNESP. Fone: (14)3880-0431
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8.3 Anexo 3

Parecer do Conselho de Etica em Pesquisa

TICZa  FACULDADE DE MEDICINA DE £ Plabaforma
BOTUCATU -UNESP %m.rl

P mi "w Mreters o Lesw
e K ge bl oo 707

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacdo entre perfil de citocinas e fatores de transcricdo produzidos por
subpopulagdes de células T na pré-eclampsia precoce e tardia

Pesquisador: Vanessa Rocha Ribeiro

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

(Reprodugéo Humana que n&o necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Verséo: 1

CAAE: 43467315.3.0000.5411

Instituicdo Proponente: Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.047.289
Data da Relatoria: 04/05/2015

Apresentacao do Projeto:

A pré-eclampsia € uma condi¢éo hipertensiva que acomete gestantes e esta associada a mortalidade
materna e fetal. Acredita-se que ela se deva a ativacdo anormal do sistema imune. Tendo por base essa
hipétese, propde-se estudo para avaliar o perfil de producéo de citocinas e as subpopulagdes de linfécitos T
envolvidas na pré-eclampsia. Serdo incluidas 40 gestantes com pré-eclampsia e 20 gestantes sadias. Ha
varios critérios de exclusdo, entre eles a gestacdo gemelar e a doenga hipertensiva prévia & gestacao - além
de varias comorbidades. As pesquisadoras recrutardo as gestantes no servico de obstetricia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Realizardo entéo a caracterizacéo do quadro (em relacéo a
semana de gestacdo, sintomas, etc) e colherdo exames: (a) urina de 24 horas para aferir proteinuria; (b)
sangue (10ml), com o qual serdo realizadas diversas anallises, entre elas a dosagem de citocinas séricas, a
contagem de subpopulacGes de linfécitos T e a anélise de fatores de transcricdo em células monenucleares.
O estudo tem delineamento transversal, e portanto os dados e exames serdo coletados em um Unico
momento.

Enderego: Chacara Butignolli, sin

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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FACULDADE DE MEDICINA DE Plataforma
BOTUCATU -UNESP %m-rl
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Continuacdo do Parecer: 1.047.289

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar subpopulacées de células T e o perfil de citocinas produzido por essas células, em gestantes
portadoras de pré-eclampsia, com a finalidade de compreender as altera¢cdes imunolégicas que
acompanham essa condicéo.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo pequenos, pois envolvem somente coleta de sangue e urina. No TCLE consta que as
gestantes néo seréo abordadas em momentos constrangedores ou em que apresentem dor/desconforto.
Isso minimiza riscos. N&o ha beneficios diretos, mas o conhecimento obtido com o estudo podera colaborar
para melhor compreenséo e manejo da pré-eclampsia.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de projeto sobre tema relevante e factivel nas condicdes em que se propde.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatdria:
Apresentam-se os termos pertinentes. O TCLE néo esta escrito em forma de convite, porém foi redigido em
linguagem simples e é claro quanto aos objetivos, operacionalizacio, riscos e beneficios do estudo.

Recomendacgoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Recomendo aprovacéo sem necessidade de envio 8 CONEP.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa APROVADO, deliberado em reunido do CEP de 04 de maio de 2.015, sem necessidade
de envio a CONEP.

Apresentar Relatorio Final de Atividades ao final da execucdo deste estudo. OBS: Essa documentacdo
devera ser enviada na Plataforma Brasil através de "NOTIFICACAO".

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Continuacéo do Parecer: 1.047.289

BOTUCATU, 04 de Maio de 2015

FACULDADE DE MEDICINA DE

=

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli, s/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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