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RESUMO

Introducdo: A Pré-eclampsia (PE) é uma sindrome especifica da gestacédo
caracterizada por uma resposta inflamatéria sistémica, que se manifesta por
ativacdo de mondcitos do sangue periférico. O estado de ativacdo dessas células
parece estar associado a producado de citocinas pro-inflamatérias bem como a sua
interagcdo com produtos enddgenos celulares liberados durante leséo tecidual,
denominados padrées moleculares associados a danos (DAMPs). High mobility
group Box 1 (HMGB1l) é uma citocina com potente atividade inflamatoria,
considerada como DAMP e secretada ativamente por mondcitos. Estudos recentes
mostram que HMGBL1 pode interagir com a proteina de fase aguda haptoglobina,
formando complexos que podem ser removidos da circulacdo por endocitose pelo
receptor CD163 presente na superficie de mondcitos/macrofagos. Objetivo: O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o envolvimento de haptoglobina,
HMGB1 e receptor CD163 na resposta inflamatéria sisttmica em gestantes
portadoras de PE. Métodos: Mondcitos obtidos de gestantes pré-eclampticas e de
gestantes normotensas (NT) foram avaliados, por citometria de fluxo, quanto a
expressao dos receptores TLR4, RAGE, CD64 e CD163 para determinar o perfil M1
ou M2 apresentado por essas células. Os niveis plasméticos de haptoglobina,
HMGB1, hemeoxigenase-1 (HO-1) e de citocinas pré e anti-inflamatoérias foram
determinados pela técnica de ELISA. Os resultados foram analisados por testes
paramétricos ou ndo parameétricos com nivel de significancia de 5%. Resultados:
Em comparagdo com as gestantes NT, as gestantes pré-eclampticas apresentaram
maior expressao dos receptores de superficie de mondcitos, TLR4, CD64 e RAGE e
menor expressdo de CD163. Os valores plasmaticos de haptoglobina, HO-1 e IL-10
apresentaram-se significativamente diminuidos nas gestantes portadoras de PE,
enquanto que as concentragcbes de HMGB1, TNF-a, IL-1B3, IL-6 e TGF-B1 foram
significativamente maiores. Conclusdo: A expressdo aumentada dos receptores
TLR4, CD64 e RAGE e a concentracao enddgena elevada de citocinas inflamatorias
demonstram que na PE os mondcitos estédo polarizados para o perfil inflamatério M1.
Em contrapartida, a menor expressdo de CD163 e os niveis diminuidos de
haptoglobina, IL-10, HO-1 em mondcitos dessas gestantes sugerem deficiéncia nos
mecanismos capazes de corrigir o intenso processo inflamatdrio presente na PE.

Palavras-chave: haptoglobina, hemeoxigenase-1, HMGB1, mondcitos, pré-
eclampsia, CD163.
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ABSTRACT

Introduction: Preeclampsia (PE) is a pregnancy-specific syndrome characterized by
a systemic inflammatory response, manifested by activation of peripheral blood
monocytes. The activation state of these cells seems to be associated with the
production of proinflammatory cytokines as well as their interaction with cellular
endogenous products released during tissue injury, called damage-associated
molecular patterns (DAMPSs). High mobility group Box 1 (HMGBL1) is a cytokine with
potent inflammatory activity considered as DAMP and actively secreted by
monocytes. Recent studies show that HMGB1 can interact with the acute phase
protein haptoglobin, forming complexes that can be removed from circulation by
endocytosis by the CD163 receptor on the monocyte / macrophage surface.
Objective: The present study aimed to evaluate the involvement of haptoglobin,
HMGB1 and CD163 receptor in the systemic inflammatory response in pregnant
women with PE. Methods: Monocytes obtained from preeclamptic and normotensive
(NT) pregnant women were evaluated by flow cytometry for the expression of TLR4,
RAGE, CD64 and CD163 receptors to determine the M1 or M2 profile presented by
these cells. Plasma levels of haptoglobin, HMGB1, hemeoxygenase-1 (HO-1) and
pro and anti-inflammatory cytokines were determined by the ELISA immunoassay.
Results were analyzed by parametric or nonparametric tests with a significance level
of 5%. Results: Compared to NT pregnant women, preeclamptic pregnant women
showed higher expression of monocyte surface receptors, TLR4, CD64 and RAGE
and lower expression of CD163. Haptoglobin, HO-1 and IL-10 plasma values were
significantly decreased in pregnant women with PE, while HMGB1, TNF-a, IL-1j3, IL-6
and TGF-B1 concentrations were significantly increased. Conclusion: The increased
expression of TLR4, CD64 and RAGE receptors and the high endogenous
concentration of inflammatory cytokines show that monocytes from preeclamptic
women are polarized to the inflammatory profile M1. In contrast, lower CD163
expression and decreased levels of haptoglobin, IL-10, HO-1 in monocytes of these
pregnant women suggest deficiency in mechanisms capable of correcting the intense
inflammatory process present in PE.

Key words: haptoglobin, hemeoxigenase-1, HMGB1, monocytes, preeclampsia,
CD163.
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1. INTRODUCAO

A pré-eclampsia (PE) € uma sindrome especifica da gravidez, que ocorre entre
2% a 10% de todas as gestacdes (ACOG, 2019), sendo uma das principais causas
de morte materna (Magee et al., 2016). Os parametros clinicos que identificam essa
doenca sdo a manifestagcdo concomitante de hipertenséo arterial e proteindria apos
a 20% semana de gestacdo ou, na auséncia de proteinUria, a ocorréncia de
hipertensdo arterial associada a outras disfungcbes maternas também estdo
relacionadas com PE, como insuficiéncia renal, comprometimento hepatico,
complica¢cBes neuroldgicas ou hematoldgicas, disfuncao Utero-placentaria e restricao
de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al., 2016, ACOG, 2019).

A PE é caracterizada pela associacao de intensa reacéao inflamatoria sistémica,
lesdo endotelial, agregacdo plaquetaria, ativacdo do sistema de coagulacdo e
aumento da resisténcia vascular generalizada (Roberts, 1998; Borzychowski et al.,
2006), que parecem contribuir significativamente para a fisiopatologia da doenca
(Redman & Sargent, 2005). Nesse contexto, observam-se ativacdo de células
inflamatorias como mondcitos, granulécitos e células endoteliais (Redman et al.,
1999; Borzychowski et al., 2006; Medeiros et al., 2014), producdo excessiva das
citocinas pro-inflamatoérias interleucina-1 beta (IL-18), IL-6; IL-8 e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (Redman & Sargent, 2003; Luppi & Deloia, 2006; Peracoli et al.,
2007; 2013; Harmon et al.,, 2016) e reducdo na concentracdo de citocinas
reguladoras, como IL-10 (Azizieh et al., 2005; Cristofalo et al., 2013; Aggarwal et al.,
2019).

Embora a fisiopatologia exata da PE seja ainda inconclusiva, acredita-se que
este distarbio imunoldgico tenha sua origem na placenta, resultante de leséo tecidual
causada por isquemia/hipéxia e decorrente da invasdo inadequada das artérias
uterinas pelo trofoblasto fetal (Huppertz, 2008). A diminuicdo da oferta local de
oxigénio e nutrientes esta associada a morte celular aumentada do trofoblasto (Wu
et al., 2012), que pode resultar na liberagdo de mediadores de ativacdo endotelial e
inflamacé@o sistémica materna (Redman & Sargent, 2003). Esses mediadores,
liberados apos necrose do trofoblasto (Huppertz et al., 2003) incluem DNA fetal,
acido urico, High Mobility Group Box 1 (HMGB1), produtos de matriz extracelular, IL-

1a entre outros, que caem na circulagdo materna e podem interagir com leucdcitos
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circulantes, contribuindo para a resposta inflamatéria intensa descrita na PE
(Redman & Sargent, 2003).

A ativacdo excessiva de mondcitos e granulocitos intravasculares, bem como
de macrofagos, sugere que a ativacdo do sistema imune inato pode causar
problemas na progressdo da gestacdo (Lok et al.,, 2009). O significado dessas
alteracdes imunoldgicas na patogénese da PE é ainda desconhecido. O estado de
ativacdo de mondcitos parece estar associado a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e radicais livres, bem como a sua interagcdo com produtos endégenos
celulares liberados durante lesdo tecidual e denominados “sinais de perigo” ou
padrées moleculares associados a danos (DAMPSs), considerados importantes
moduladores da resposta inflamatoria (Kim et al., 2005). As DAMPs, que séo
representadas por moléculas como acido uUrico (Matias et al., 2015), reativos
intermediarios do oxigénio, proteinas de choque térmico (Hsp70) (Asea et al., 2002;
Peracoli et al., 2013), proteinas liberadas de células mortas como HMGB1 (Park et
al., 2004; Zhu et al.,, 2015) e produtos liberados da matriz extracelular, como
fibronectina e hialurona (Said-Sadier & Ojcius, 2012; Roméo et al., 2014; Romao-
Veiga et al., 2018), podem ser responsaveis pela inflamacao estéril que ocorre na
PE, uma vez que essa resposta inflamatéria geralmente se manifesta na auséncia
de infeccdo microbiana (Nadeau-Vallée, 2016; Brien et al., 2019).

Para exercer seus efeitos inflamatorios, as DAMPs interagem com receptores
de reconhecimento de padrdo (PRRs) expressos em células da imunidade inata.
Esses receptores sdo componentes centrais do sistema imune inato e estdo
envolvidos na resposta inflamatéria de mondécitos (Kim et al., 2005; Mazouni et al.,
2008). Dentre esses receptores destacam-se o0s receptores Toll (TLRs), que
reconhecem e ligam DAMPs (Kim et al., 2005; Kim et al., 2013) e também moléculas
presentes na superficie de patdgenos conhecidas como padrées moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) (Koga & Mor, 2008). O RAGE (receptor para
produtos finais de glicagdo avancada) é outro receptor importante, semelhante ao
TLR e estd normalmente expresso em baixa concentracdo em varios tipos celulares
em estado de homeostase. No entanto, sua expressao aumenta devido a doencas e
ao acumulo de ligantes como HMGB1 (Ramasamy et al., 2009).

HMGB1 é uma proteina que foi inicialmente descrita como estritamente

nuclear, devido a sua ligacdo ao DNA e papel na transcri¢éo, reparagao e replicacao
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de genes (Bustin, 1999). Posteriormente, foi identificada como citocina com potente
atividade inflamatoria, devido a suas fungbes extracelulares (Lotze & Tracey, 2005;
Holmlund et al., 2007). Em condi¢des inflamatérias ou de lesdo, HMGB1 é secretada
ativamente por células da imunidade inata como macrofagos e mondcitos (Gardella
et al., 2002) e, passivamente por células necroticas, sendo considerada como “sinal
de perigo” (Scaffidi et al., 2002; Wang et al., 2004; Anderson & Tracey, 2011; Yang
et al., 2016). A concentracdo plasmatica de HMGB1 encontra-se aumentada em
gestantes com PE quando comparada com gestantes normotensas (Naruse et al.,
2012; Zhu et al., 2015; Romao-Veiga et al., 2018), sendo considerado um mediador
inflamatorio, quando secretado por células imunes ativadas (Yang et al., 2013). O
HMGB1 é capaz de se ligar a receptores TLR2, TLR4 e RAGE (Park et al., 2004; Xu
et al., 2011; Kim et al., 2013; Tsung et al., 2014). Assim, atua sistemicamente como
ativador endbégeno do receptor TLR4, presente em varios tipos -celulares,
determinando a liberacdo de outras citocinas inflamatérias e do préprio HMGB1. O
estimulo de monécitos humanos com HMGBL1 induz ativacdo de NF-kB e liberacéo
de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, mas ndo de IL-10 ou IL-12 (Andersson et al., 2000;
Andersson & Tracey, 2011).

Os dados da literatura sugerem que, a interacdo de mondcitos de gestantes
portadoras de PE com DAMPs pode ser responsavel, em parte, pela ativacdo
dessas células, resultando nas manifestacbes da resposta inflamatéria sistémica
detectada nessa doenca (Roméao-Veiga et al., 2018).

Mondécitos e macréfagos sdo células da linhagem monocitica-macrofagica,
consideradas populacbes celulares que se adaptam e respondem a grande
variedade de sinais presentes no ambiente onde se encontram (Mantovani et al.,
2004). O estado de ativacdo e as funcdes dessas células sdo marcadamente
afetados por diferentes citocinas, PAMPs e DAMPs, promovendo a orientacdo da
resposta imune adaptativa para perfil Thl ou Th2, bem como expressdo de funcdes
efetoras especializadas e polarizadas por essas células (Mosser, 2003; Gordon &
Martinez, 2010; Martin et al., 2011; Mantovani et al., 2013; Tian et al., 2015). Assim,
macrofagos podem ser classificados em pelo menos duas subpopulacbes com
fendtipos distintos, ou seja, classicamente ativados (M1) e alternativamente ativados
(M2), de acordo com suas fungbes (Mantovani et al., 2004; Gordon & Martinez,
2010; Jena et al., 2019).
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Segundo Mantovani et al. (2004) a classificacdo M1 e M2 refere-se a dois
extremos de um espectro de ativacdo de macrofagos. Assim, macrofagos séo
células com plasticidade porque podem mudar de um estado ativado M1 para M2 ou
regulador e vice-versa, sob efeito de sinais especificos do ambiente onde se
encontram (Porcheray et al., 2005; Bouhlel et al., 2007; Tarique et al., 2015). Essas
células polarizadas diferem entre si pela expressdo de receptores, producdo de
citocinas e funcdes efetoras. Macréfagos M1 ativados por INF-y, TNF-a ou LPS
expressam receptores opsoninicos do tipo FcyRI, RIl ou RIll (CD16, CD32, CD64),
receptores TLR2 e TLR4 e citocinas inflamatorias TNF-a IL-18, IL-6, IL-12 e IL-23,
além de reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio (Mantovani et al., 2004; Sica
et al., 2008). Por outro lado, a ativacdo dessas células por IL-4 e IL-13 polariza para
o perfil M2, caracterizado por maior expressdo de receptores CD163 “scavenger”
para complexos haptoglobina-hemoglobina que também possui propriedades anti-
inflamatérias e imunorregulatérias (Akila et al., 2012), receptor de manose (CD206),
além de maior producdo de IL-10 e TGF-B1 (Mantovani et al., 2004; Malyshev &
Malyshev, 2015) (figura 1).
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Figura 1: Esquema de polarizacdo de células da linhagem monocitica/macrofagica segundo
descrito por Mantovani e colaboradores (2004).

Essa classificacdo M1 e M2, inicialmente proposta para macréfagos, pode ser
estendida para mondcitos do sangue periférico humano em patologias como sepse
(Groselj-Grenc et al., 2008), infec¢des (Babu et al., 2009), diabetes tipo 2 (Satoh et

al., 2010), doencas autoimunes e estudos utilizando agentes moduladores da
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resposta inflamatéria para tratamento in vitro dessas células (Pena et al.,, 2011,
Awad et al., 2017). O aumento da expressdo de CD64, em mondcitos de pacientes
com ldpus eritematoso sistémico, € considerado um marcador de atividade da
doenca (Kikuchi-Taura et al.,, 2015). Por outro lado, na leishmaniose cutanea,
mondcitos circulantes e macrofagos presentes nas lesdes estdo polarizados para o
fenétipo M2, sendo que o tratamento quimioterapico restaurou o balanco M1/M2,
importante para eliminar a infeccdo (Mukhopadhyay et al., 2015).

Em gestantes portadoras de PE demonstramos que mondcitos de sangue
periférico estdo endogenamente ativados e polarizados para perfil M1, com aumento
de receptores TLR4 e CD64, diminuicéo de receptores CD163 e CD206 e producao
aumentada de citocinas pro-inflamatorias (Medeiros et al., 2014). Também
detectamos menor expressao do receptor CD163 em mondcitos de gestantes com
PE grave, associada a diminui¢cdo dos niveis plasmaticos da forma soltuvel (sCD163)
desse receptor e de IL-10. Paralelamente, a concentracao plasmatica das citocinas
inflamatorias IL-1B e TNF-a foi significativamente maior nessas gestantes e se
correlacionou negativamente com os valores de sCD163. A associacdo entre o perfil
de citocinas proé-inflamatérias e a menor concentracéo de sCD163 e IL-10 no plasma
das gestantes com PE grave sugere um defeito na regulagdo da resposta
inflamatoria sistémica observada nessa patologia (Nunes et al., 2019).

A molécula CD163 ¢é considerada um marcador especifico de
monaocitos/macréfagos anti-inflamatoérios. A expressao do receptor CD163 aumenta
por estimulo com glicocorticoides e IL-10 ou fatores de crescimento como fator
estimulador de col6nias de macréfagos (M-CSF), que promovem a diferenciacdo dos
monaocitos para macrofagos (Komori et al., 2012). Por outro lado, a expressao de
CD163 pode ser regulada negativamente por citocinas pro-inflamatérias como IFN-y,
GM-CSF, TNF-a, IL-1B ou pela quimiocina CXCL-8 (IL-8), que diminuem a
expressdo de CD163 em mondécitos humanos (Buechler et al., 2000). Assim, a
menor expressao de CD163 em mondcitos de gestantes com PE, associada a menor
producéo de IL-10 e & sintese elevada de TNF-a e IL-12 por essas células, sugerem
gue monacitos do sangue periférico de gestantes pré-eclampticas apresentam perfil
inflamatorio, contribuindo para a resposta inflamatoria sistémica observada nessas

gestantes (Medeiros et al., 2014).
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A principal funcdo da molécula CD163, na superficie de mondcitos/macréfagos
€ a remocdao, por endocitose, de complexos de haptoglobina-hemoglobina formados
na circulacdo, como consequéncia da hemdlise intravascular de eritrocitos
(Kristiansen et al., 2001; Weaver et al., 2006). A internalizacdo desses complexos
representa um mecanismo protetor da haptoglobina contra efeitos toxicos da
hemoglobina livre liberada sobre os tecidos, durante a hemdlise, causando dano
celular e estresse oxidativo (Gram et al., 2015). Assim, a haptoglobina, uma proteina
de fase aguda de 100 kDa, produzida pelo figado e secretada na circulacéo interage
com hemoglobina extracelular decorrente de processos de hemodlise, formando
complexos que sao removidos da circulagcao por meio da interagdo com macréfagos
CD163+, presentes no figado e na medula 6ssea (Schaer et al., 2006; Yang et al.,
2016). Aumento de hemoglobina livre é descrita em patologias inflamatdrias como
sepse, infec¢gbes, hemorragias, reacdes transfusionais e na PE (Larsen et al., 2010;
Olsson et al., 2010; Yang et al., 2016). Na PE grave, o aumento de hemoglobina
livre se associou a diminuicdo da concentracdo de haptoglobina plasmatica,
sugerindo que o estresse oxidativo, induzido pela hemoglobina livre, pode ser um
fator patogénico na PE (Olsson et al., 2010).

Recentemente, foi descrito que o receptor CD163 interage com complexos
haptoglobina-HMGBL1. A endocitose dos complexos haptoglobina-hemoglobina e de
haptoglobina-HMGB1, apds interagcdo com o receptor CD163, induz a producéo de
enzimas e citocinas anti-inflamatérias, tais como hemeoxigenase-1 (HO-1) e IL-10,
respectivamente (Kristiansen et al., 2001; Yang et al., 2016). Portanto, a
haptoglobina parece atuar como inibidor endégeno de HMGB1 por mecanismo
envolvido na via anti-inflamatéria dependente de CD163 (Yang et al., 2016; 2017).

Em conjunto, os relatos da literatura sugerem que, a PE é caracterizada por
resposta inflamatoria exacerbada, que usualmente ocorre na auséncia de infeccao
microbiana. Portanto, representa uma inflamacdo estéril associada a elevada
concentracéo plasmatica de inumeras DAMPs como &cido urico, Hsp70, produtos de
matriz extracelular, citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF-a, IL-12 e HMGBL1) e
ativacao e polarizacdo de monacitos para perfil inflamatério M1 (Peracoli et al., 2013,
Romé&o et al., 2014; Medeiros et al., 2014; Matias et al., 2015; Roméao-Veiga et al.,
2018). Nessa doengca também ocorre deficiéncia de mecanismos efetores

antioxidantes (Cristofalo et al., 2013), menor producao de citocinas anti-inflamatorias
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e concentracdo significativamente reduzida de inibidores endbégenos como
haptoglobina, hemopexina e HO-1 (Gram et al., 2015). Portanto, a analise de
subpopulacdes de mondcitos M1 e M2, bem como a determinagédo de citocinas e
fatores anti-oxidantes como HO-1 e de haptoglobina no plasma de gestantes pré-
eclampticas, poderao contribuir para a compreensédo dos mecanismos envolvidos na
resposta inflamatoria sistémica da PE.
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